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La chimiokine monocyte-chemoattractant protein-1 (MCP-1 ou CCL2) est un 
neuromodulateur de l’influx nociceptif au sein du système nerveux. Son activité biologique 
est attribuée à l’activation du récepteur couplé aux protéines G, CCR2. Le couple 
CCL2/CCR2 joue un rôle important dans la genèse et le maintien de la transmission 
nociceptive en contidition de douleur chronique. L’ARN interfèrent est un outil de 
recherche grandement utilisé dans la découverte de nouvelle cible thérapeutique touchant 
les désordres du système nerveux. Son potentiel thérapeutique a aussi été investigué dans 
diverses études cliniques et demeure controversé. Les Dicer-substrate siRNA (DsiRNA) 
sont des molécules synthétiques d’ARNi qui ont été développées afin d ’améliorer les 
paramètres pharmacologiques des siRNA. Ils ont une meilleure efficacité in vitro et in vivo 
à faible dose ce qui limite les effets indésirables. Ces performances s ’expliquent par la 
longueur des DsiRNA; un duplex linéaire asymétrique de 27 nucléotides de long plutôt que 
de 21 mers pour les siRNA classiques. Ce mémoire présente les résultats de recherche du 
développement des DsiRNA sélectifs pour la cible de l’ARN messager du récepteur rCCR2 
et de leur application dans la prévention de la douleur aiguë. Pour cette étude, dix DsiRNA 
ayant des séquences différentes ont été synthétisées puis validées in vitro. Basés sur leur 
performance à taire l’expression du récepteur CCR2, deux duplex ont été retenus (933 & 
1049). Leur propriété a été optimisée par l’ajout de deux motifs de méthylation (2’OMe) 
distincts nommés M7 et Evader le long de leur séquence. Les DsiRNA anti-CCR2 ont 
ensuite été testés in vivo dans un modèle de douleur aiguë induit par l’injection spinale de 
CCL2 exogène (lpg). Pour cette étude, deux injections de DsiRNA (5pg, i.t.) couplé à 
l’agent de transfection peptidique Transductin ont été administrées à 24h d’intervalle à des 
rats sains. Au troisième jour, le modèle allodynique aiguë a été induit. Les résultats du von 
Frey dynamique ont montré que les DsiRNA anti-CCR2 testés ont prévenu 100%  de 
l’allodynie mécanique induit par le modèle. Aussi, les résultats de qPCR ont montré que 
72 h suivant la première administration des DsiRNA, l’effet d ’interférence de l’ARNm était 
toujours observable dans les structures des ganglions de la racine dorsale. Les niveaux 
d ’expression de rCCR2 étaient 50 % plus bas chez les animaux traités au DsiRNA (933 et 
1049) que chez les animaux en douleur aigu non traités. Les niveaux de CCL2 étaient 
également abaissés, suggérant ainsi que l’effet anti-allodynique des DsiRNA passe par le 
blocage de la boucle d’autorégulation du couple CCL2/CCR2 en condition douloureuse.
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Physiopathologie de la douleur, 
Chimiokine & Douleur,
ARN interfèrent : Outil de recherche &
Stratégie thérapeutique
2Face à une population vieillissante, la douleur chronique représente un problème majeur de 
santé publique au Canada. En effet, au-delà de ses effets délétères sur la qualité de vie des 
patients, la prise en charge de la douleur constitue un défi grandissant pour notre système 
de soins de santé. L’un de ses défis que doivent relever les cliniciens est de choisir une 
stratégie thérapeutique efficace pour soulager les patients atteints de douleurs sévères et 
prévenir l’avancement de la pathologie. Malheureusement, les traitements actuels ne sont 
pas satisfaisants Bien qu’à un stade de douleur modérée à sévère, certains patients 
répondent adéquatement aux traitements opioidergiques, plusieurs souffrent d ’effets 
secondaires intolérables (Mercadante et al., 2009). Dans les faits, plus de deux tiers des 
patients atteints de douleur neuropathique disent ne pas être suffisamment soulagés 
(Finnerup et al., 2010). Pour améliorer la situation, plusieurs groupes de recherches 
investiguent actuellement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour cibler la douleur. Ce 
présent mémoire suggère une approche innovante basée sur la thérapie génique pour cibler 
le système chimiokinergique impliqué dans le développement et la maintenance de la 
douleur chronique. Dans un premier temps, les études montrant l’implication du couple 
chimiokine-récepteur CCL2/CCR2 dans l’induction et la chronicisation de la douleur seront 
présentées. Dans un deuxième temps, le potentiel de la technologie des Dicer-substrate- 
siRNA (DsiRNA) pour cibler le récepteur CCR2 dans un modèle de douleur aiguë sera 
présentée puis discutée.
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3Physiopathologie de la douleur
1.1. Définition de la douleur
Les termes douleur et nociception dans la littérature ont souvent été confondus. Bien qu’ils
soient liés, le protocole de Kyoto de l’Association Internationale pour l’Étude de la Douleur
(IASP) les distingue maintenant clairement (Loeser et Treede, 2008). La douleur est définie 
comme une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée à des lésions tissulaires 
réelles ou potentielles ou décrites en termes de telles lésions. La nociception est redéfinie 
comme le processus neuronal qui encode et propage l ’information douloureuse dans le 
système nerveux périphérique et central. En d ’autres termes, la douleur est l’expérience 
subjective et la nociception, le processus physiologique sensoriel. Comme elle est énoncée, 
la douleur ne se limite pas à la perception simple de la nociception, mais à un phénomène 
multidimensionnel. Bien qu’elle soit essentielle pour la survie et le bien-être de 
l’organisme, la douleur peut dans certains cas devenir pathologique. On parle alors de 
douleur chronique.
1.1.1. Neurones sensoriels afférents primaires
La douleur est un processus qui prend naissance en périphérie, où des récepteurs nommés 
les nocicepteurs sont capables de distinguer et de préférentiellement répondre à des stimuli 
douloureux (Fig. 1). Les origines de ces stimuli peuvent être thermiques, mécaniques ou 
chimiques. A titre d'exemple, ces stimuli peuvent prendre naissances à la suite d ’une 
grande chaleur appliquée sur la peau ainsi qu’à une forte compression des tissus ou des 
nerfs. Ils peuvent également survenir suite à une réaction inflammatoire où des cellules 
immunes migrant des régions vascularisées au site lésé relâchent plusieurs médiateurs pro­
inflammatoires (Fig. 2). Ces médiateurs forment une soupe inflammatoire comprenant les 
protons extracellulaires, la sérotonine, la bradykinine, le NGF et les prostaglandines qui
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4activent des récepteurs ou des canaux ioniques situés sur les terminaisons nerveuses des 
fibres sensorielles afférentes primaires. La famille de ces nocicepteurs comprend les 
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) tel que BK2 pour la bradykinine et 5HT-2 pour 
la sérotonine, les canaux acid sensing ion channels (ASICs) sensibles aux protons 
extracellulaires, les récepteurs purinergiques (P2X) sensibles à l’ATP et les récepteurs à 
activité tyrosine kinase (RTK) comme TrkA qui s’activent au NGF. Pour les stimuli 
thermiques, il y a les nocicepteurs transient receptor potentiel (TRPs) sensibles à la chaleur 
et à la capsaïcine (TRP vallinoid 1, 2 ,3) ainsi qu’au froid et au menthol (TRP melastin 8). 
L’activation des nocicepteurs conduit à la production de potentiels d’action dans les 
neurones sensoriels. C ’est ainsi que l’information douloureuse se propage de la périphérie 
jusqu’au premier relais synaptique situé dans le système nerveux central, précisément dans 
la corne dorsale de la moelle épinière. Bien que les principaux composants de cette soupe 
inflammatoire aient été caractérisés, des articles plus récents ont montré que d ’autres 
médiateurs avaient des effets importants sur l’activation des nocicepteurs. Citons 
notamment l’implication des cytokines IL -1 p, IL-6 et les chimiokines telles que CCL2 
(Rittner et al., 2005; Wang et al., 2009)
La particularité des neurones sensoriels est leur forme unique dite pseudo-unipolaire. Ils 
sont nommés ainsi, car leurs terminaisons périphériques et centrales émergent d ’une tige 
axonale commune. Le corps cellulaire des fibres nociceptives réside dans les ganglions de 
la racine dorsale de la moelle épinière (DRGs). En réponse à ces médiateurs inflammatoires 
tant au niveau périphérique que central, ces neurones relâchent des peptides et des 
neurotransmetteurs tels que l’ATP, le CGRP et la substance P aux deux extrémités. Par 
conséquent, ils alimentent la production de la soupe inflammatoire en facilitant la relâche 
des facteurs inflammatoires des cellules neuronales et non neuronales avoisinantes. Ce 
phénomène est connu sous le nom d ’inflammation neurogénique (Julius et Basbaum, 2001).
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Figure 1 : Initiation de la douleur
(A) La douleur par excès de nocicepdon. Les stimuli douloureux tels que la chaleur, le froid et 
la pression activent les nocicepteurs des fibres A8 et C en périphérie. (B) D ouleur 
inflammatoire. Les tissus endom m agés et les cellules cancéreuses relâchent des m édiateurs 
chimiques connus sous le nom  de soupe inflam m atoire qui activent les nocicepteurs. (C) 
D ouleur neuropathique. Cette douleur apparaît à la suite d ’une lésion nerveuse périphérique ou 
centrale. Citons notam m ent le syndrom e du tunnel carpien. Figure tirée de (Scholz e t W oolf, 
2002).
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6Les neurones sensoriels sont regroupés selon leur vitesse de conduction et les stimuli 
responsables de les activer. La première classe regroupe les fibres myélinisées A(3 et Aô qui 
représente 40% des cellules du DRG. Les neurones A(3 sont caractérisés par leur large 
diamètre cellulaire (< 45 pm) et par l’expression du neurofilament NF200. Ces neurones 
conduisent très rapidement (> 30 m/s) une information d’origine mécanique non 
douloureuse au SNC. Par contre, les neurones Aô se distinguent par leur diamètre moyen 
(30-45 pm) et par l’expression du récepteur TrkC qui lie la neurotrophine 3. Ils sont 
reconnus pour conduire rapidement (2-30 m/s) l’information d’une douleur aiguë bien 
localisée. On appelle cette douleur une douleur de première ligne. Par contraste, la 
deuxième classe correspond aux fibres C, qui sont amyéliniques, ont un petit diamètre 
( > 25pm) et propagent lentement (< 2 m/s) une information douloureuse très diffuse. Ce 
qui distingue les fibres AÔ et C des fibres Ap est leur niveau de seuil d ’activation. C ’est 
cette caractéristique fondamentale qui permet à l’organisme de différencier une sensation 
de toucher à une sensation douloureuse (Julius et Basbaum, 2001).
Les différentes fibres participent à de multiples fonctions sensorielles ce qui rend la douleur 
difficile à caractériser et à cibler. A travers cette classification, il existe par exemple pour 
les fibres AÔ, des sous-populations. Le type I est caractérisé par un très haut seuil 
d ’activation pour les stimuli thermiques (> 50°C) et des seuils bas pour les stimuli 
chimiques et mécaniques. Dans le cas où ces stimuli thermiques sont maintenus, ces 
afférences se sensibilisent pour répondent à des températures plus faibles. Le type II a un 
seuil thermique bas (> 42°C) mais un seuil mécanique très haut. La première douleur initiée 
par un stimulus mécanique est ainsi provoquée par les afférents Aô de type I alors que celle 
initiée par un stimulus thermique est causée par l’activation du type II. De même ordre, les 
fibres C peuvent également être divisées en deux sous-populations. Il y a les fibres 
peptidergiques qui relâchent des neuropeptides tels que la substance P et le CGRP. Ils 
expriment aussi le récepteur TrkA qui répond au facteur de croissance neuronal NGF. Par 
contre, les fibres dites non-peptidergiques sont caractérisées par l’expression du marqueur 
de l’isolectine (IB4) ou P2X3. Les fibres C peuvent aussi être distinguées selon 
l’expression des différents canaux qui leur permettent d ’être sensibles à la chaleur (TRPV 
(1, 2, 3)), au froid (TRPM8), au milieu acide (ASICs) et aux irritants chimiques (TRPA1)
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7(Basbaum et al., 2009). En bref, cette hétérogénéité moléculaire des fibres est associée à 
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Figure 2 : Principaux médiateurs et neurotransmetteurs de la voie nociceptive
E n réponse aux stimuli nociceptifs périphériques (sérotonine (5-HT), prostaglandines (PG), 
N G F , bradykinine et cytokines), les neurones sensoriels prim aires transm etten t les signaux 
nociceptifs vers leur prem ier relais central, la com e dorsale de la moelle épinière. L orsqu’ils 
sont activés, leur corps cellulaire situé dans les ganglions rachidiens dorsaux synthétise des 
neuropeptides (acides aminés excitateurs (AAE), CG R P, galanine (Gai) e t neuropeptide Y 
(NPY)) et les relâchent dans le système nerveux périphérie et central. A u niveau spinal, les 
interneurones inhibiteurs / excitateurs m odulent la transm ission au prem ier relais synaptique en 
relâchant entre autres du GABA, de la SP et de la cholécystokinine (CCK). Par la voie 
spinothalam ique, l’inform ation nociceptive est achem inée dans les centres supraspinaux vers le 
cortex où cette inform ation est intégrée en inform ation douloureuse. D ans la moelle, la 
transm ission nociceptive est m odulée par des signaux descendants (5-HT, noradrénaline (NA), 
(CCK), acide-y-aminobutytique (GABA)) en provenance de la région bulbo-m ésencéphalique 
et des interneurones spinaux. Image tirée de (Meunier et al., 2004)
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81.1.2. Transmission de l’information nociceptive dans le SNC
Les fibres afférentes primaires font relais au niveau des neurones de second ordre dans la 
corne dorsale de la moelle épinière qui est organisée anatomiquement en lamina (Fig. 3). 
Les fibres Ap projettent dans les lamina profondes soit au niveau des couches III, IV et V. 
Par contre, les fibres associées à la douleur projettent dans les lamina plus superficielles, les 
fibres C vers les lamina I et II et les fibres Aô vers les lamina I et V. Cette remarquable 
stratification des afférences est particulièrement marquée par distinctes projections des 
sous-familles de fibres C. En effet, les terminaisons nerveuses de la plupart des fibres C 
peptidergiques sont localisées dans la lamina I et à la surface externe de la lamina II. Par 
contre, les fibres C non-peptidergiques projettent principalement dans la couche profonde 
de la lamina II. La partie ventrale de la lamina II est caractérisée par la présence 
d ’intemeurones excitateurs qui expriment fisoform e gamma de la protéine kinase C. Il a 
été montré que l’activation de cette PKGy est grandement impliquée dans une douleur de 
type persistante (Malmberg et al., 1997). Cette première synapse dans la voie nociceptive 
est la région la plus ciblée par les médicaments analgésiques; opioïdes, cannabinoïdes, 
bloqueurs des canaux cationiques, anti-inflammatoires et agonistes a-adrénergiques.
Au premier relais synaptique, l’information nociceptive quitte la portion ventrolatérale 
rostrale de la moelle épinière et est acheminée au thalamus par les voies sensorielles 
primaires ascendantes incluant les voies spinothalamique, spinoréticulaire et 
spinomésencéphalique. De là, les neurones de troisième ordre projettent vers les cortex 
préfrontal, somatosensoriel et insulaire. Ces centres supérieurs ont pour rôle de transformer 
l’information nociceptive en douleur.
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Figure 3 : Connexions des fibres afférentes primaires dans la moelle épinière
Les fibres afférentes primaires ciblent les neurones de deuxièm e ordre dans les lamina bien 
distinctes. Les term inaisons des fibres nociceptives C peptidergiques (rouge) et Aô (mauve) 
font m ajoritairem ent synapses avec des neurones larges (rouge) au niveau superficiel de la 
moelle (lamina 1) alors que les fibres C non-peptidergiques font synapses avec de petits 
interneurones (bleus) dans la région p rofonde de la lamina II. Les fibres non-nociceptives Aj3 
(orange) interagissent avec les interneurones qui exprim ent PK Cy (orange) dans la partie 
ventrale de la lamina intérieure II. U ne seconde projection des fibres A (3 et Aô se situe dans la 
lamina V (mauve). Figure tirée de l’article (Basbaum et al., 2009).
1.1.3. Systèmes inhibiteurs endogènes nociceptifs
Tout au long de son trajet nerveux, le message nociceptif fait l ’objet de modulations, 
facilitatrices ou inhibitrices. Le contrôle inhibiteur s’effectue aux principaux relais 
synaptiques lors de la transmission de l’influx douloureux. Le premier contrôle est situé au 
niveau spinal. L’organisation anatomique des lamina de la moelle épinière ainsi que la 
différence de conduction des fibres sensorielles permettent cette première modulation 
nommée la théorie du portillon. Cette modulation se produit lorsque que les intemeurones 
inhibiteurs de la substance gélatineuse sont recrutés par les grosses fibres non douloureuses 
(AP) et bloquent l’activité des fibres nociceptives A8 et C (Melzack et Wall, 1965). Le 
deuxième contrôle est le système inhibiteur diffus descendant induit par des stimulations
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nociceptives (CIDN) (Fig. 4). Dans ce système inhibiteur, le blocage de la réponse 
nociceptive est initié dans le mésencéphale et le tronc cérébral, plus précisément dans la 
substance grise périaqueducale (PAG) et le noyau de raphé magnus (RVM). Ces structures 
cérébrales retournent des afférences vers la moelle épinière pour recruter les intemeurones 
inhibiteurs et produire une inhibition diffuse des influx nociceptifs ascendants (Ossipov et 
al., 2010). L’action antinociceptive des opioïdes et du stress se produit essentiellement au 
niveau de la PAG et du RVM en activant la voie descendante et en diminuant l ’activité 
neuronale de la voie ascendante (Bellgowan et Helmstetter, 1998; Helmstetter et al., 1998; 
Hopkins et al., 1998). Enfin, le troisième contrôle est d’origine supraspinale associée à des 
phénomènes psychologiques plus complexes comme l’hypnose ou la réponse placebo qui 
peuvent diminuer à divers degrés les sensations douloureuses (Benedetti et al., 2005; 
Goffaux et al., 2007).
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Figure 4 : Modulation centrale de la douleur
Voies ascendantes (en rouge) Les neurones sensoriels de deuxièm e ordre p ro jetten t dans le noyau 
dorsal réticulaire (DRt), la moelle rostrale ventrom édiale (RVM), l’aire périaqueducale grise 
(PAG), le thalamus, le noyau centrale de l’amygdale (CeA) et dans différentes aires 
d ’intégrations de la douleur. Ces régions sont Pinsula, le cortex sotnatosensoriel et le cortex 
préfrontal (carré rouge). Voies descendantes (en vert). Les projections descendantes au D R t son t les 
com posantes principales du contrôle nociceptif inhibiteur diffus descendant (CID N ). Ce 
contrôle part de l’hypothalam us qui ensuite pénètre directem ent dans le PA G . Il peut 
également ém erger du cortex frontal e t du thalamus pour faire relais dans la partie latérale (LA) 
et basolatérale (BLA) de l’amygdale puis au PA G  (carré vert). La voie noradrénergique du locus 
coeruleus (LC) reçoit des afférences de la PA G  et com m unique avec la RVM. A son tour, la 
RVM com m unique avec la moelle épinière par des projections inhibitrices noradrénergiques. 
Image adaptée de (Bingham et al., 2009; O ssipov et al., 2010).
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1.2. Perception de la douleur
La perception de la douleur est le résultat final de l’activité neuronale permettant la 
transmission de l’influx nociceptif de la périphérie jusqu’aux centres d’intégrations 
corticaux. En raison de la complexité de l’intégration de ce message, l’expérience 
multidimensionnelle de la douleur est caractérisée par quatre composantes. La composante 
sensori-discriminative correspond à la capacité d ’analyser la nature, la localisation, 
l’intensité et la durée du stimulus. En comparaison avec les autres systèmes sensoriels, les 
performances de décodages des messages nociceptifs sont faibles. Par exemple, une 
douleur diffuse réfère à une localisation imprécise souvent profonde et en particulier 
viscérale. La composante affective-émotionnelle est la perception douloureuse d ’un 
caractère désagréable. Elle est déterminée à la fois par les stimuli nociceptifs, mais aussi 
par le contexte dans lequel le stimulus est appliqué. Plusieurs ouvrages montrent que cette 
composante peut se prolonger chez les gens atteints d ’anxiété et de dépression (Ploghaus et 
al., 2001). La composante comportementale réfère à toutes manifestations verbales et non- 
verbales observables chez l’individu qui souffre (Mogil et Basbaum, 2010). Puisqu’on dit 
souvent que la douleur est très subjective, cette composante est très importante, car elle 
guide les cliniciens à caractériser le type de douleur d’un patient. Enfin, la composante 
cognitive désigne l’ensemble de tous les processus mentaux susceptibles d ’influencer la 
perception de la douleur et les réactions comportementales. En effet, l’anticipation et la 
valeur attribuée à la douleur dépendent des expériences douloureuses antérieures 
personnelles.
1.3. Classification de la douleur
La douleur est catégorisée en fonction de la durée du symptôme selon l’Organisation 
mondiale de la santé (OMS). Elle est dite aiguë lorsqu’elle survient à la suite d ’une lésion 
tissulaire telle qu’une coupure, une intervention chirurgicale ou lors d ’une pratique 
sportive. Cette douleur est vive, immédiate, brève, handicapante qui perdure sur une durée
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d’environ sept jours. C ’est un symptôme qui joue un rôle d ’alarme, faisant percevoir à 
l’individu la présence d ’une menace potentielle. Elle s’atténue habituellement d ’elle-même 
si la cause est supprimée. Par contre, si elle est négligée, la douleur peut persister. Elle 
devient alors subaiguë. C ’est une douleur moins vive qui généralement apparaît et disparaît 
sans jamais réellement s’estomper complètement. Si cette même douleur dure plus de trois 
mois, elle devient chronique.
La concordance entre la sévérité des lésions et les émotions sous-jacentes représente un 
facteur pronostic important pour les cliniciens. Le modèle en trois stades proposé par 
Gatchel et Weisberg permet de mieux comprendre l’évolution de la douleur aiguë au 
syndrome de douleur chronique sur le plan émotionnel chez le patient atteint (Gatchel et 
Weisberg, 2000). Le premier stade est associé à des réactions telles que la peur, l’anxiété et 
l’inquiétude, conséquence de la perception de la douleur durant la phase aiguë. Lorsque la 
douleur persiste (phase subaiguë), elle peut évoluer vers un second stade caractérisé par un 
répertoire comportemental plus large inapproprié comme l’impuissance, la dépression, la 
colère, la détresse et la somatisation. La conséquence pour la société de ce sentiment est 
l’augmentation du taux d ’absentéisme aux activités scolaires, professionnelles et sociales 
(Stewart et al., 2003; Breivik et al., 2006). Enfin, si ces réactions comportementales ne sont 
pas résolues, le patient évolue vers le troisième stade. C’est alors la résignation de souffrir 
d ’une maladie chronique. Les gens peuvent perdre leur emploi ou dans les cas extrêmes, 
deviennent incapables de travailler. D ’autres problèmes de santé sont aussi associés à la 
douleur tels qu’une mauvaise alimentation, des troubles du sommeil, et de fatigue (Cosby et 
al., 2005; Roth-Isigkeit et al., 2005; Karoly et Ruehlman, 2007).
1.4. Étiologie
Les avancements de la recherche sur la douleur ont permis de mieux définir la douleur 
chronique et de la diviser en sous-famille selon sa physiopathologie; neuropathique, 
nociceptive et cancéreuse. L’IASP a récemment publié une nouvelle définition de la 
douleur neuropathique; douleur causée par une lésion ou une maladie du système
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somatosensoriel (Jensen et al., 2011). Elle peut découler de divers états ou affection comme 
le diabète, l'herpès, le cancer, la sclérose en plaques, ou encore se manifester après un 
accident vasculaire cérébral, une intervention chirurgicale et une lésion de la moelle 
épinière. La probabilité d’en souffrir varie selon l’affection des causes. À titre d ’exemple, 
elle touche 33% des patients cancéreux, 16-26% des patients diabétiques, mais survient 
chez seulement 8% des patients qui subissent un accident vasculaire cérébral dans l’année 
qui suit celui-ci. (Chemy, 2004; Tarride et al., 2006; Barrett et al., 2007; Burton et al., 
2011 ).
La douleur par excès de nociception correspond à une stimulation excessive des 
nocicepteurs. La cause peut être liée à l’inflammation, à des lésions tissulaires, à des 
processus ischémiques qui entraînent des perturbations métaboliques locorégionales et des 
stimulations mécaniques importantes; fractures, distension viscérale, étirements musculo- 
ligamentaires. Cette douleur peut être continue ou intermittente avec des degrés d ’intensités 
très variables. En effet, elle peut être faible dans le cas des douleurs liées aux lésions 
tissulaires superficiel, mais associées à des signes liés à l’étiologie comme l’hyperalgésie 
locale. Elle peut aussi être de forte intensité ou affecter des régions de l’organisme 
habituellement silencieux comme dans le cas des douleurs viscérales, vasculaires ou 
musculaires. Le profil de la douleur nociceptive qui évolue au rythme inflammatoire se 
manifeste surtout la nuit, lorsque le taux de cortisol est à son plus bas jusqu’à provoquer le 
réveil, et se prolonge dans la matinée par une raideur articulaire capable d’empêcher tout 
mouvement. Elle décroît ensuite durant la journée. Ce type de profil est retrouvé par 
exemple chez des patients atteints d’arthrite rhumatoïde, de la goutte et de sclérodermie. 
Par contre, la douleur évoluant à un rythme mécanique est généralement d'intensité élevée 
en fin de journée, ne réveille pas la nuit, et est provoquée par la mobilisation et calmée par 
le repos. A titre d ’exemple, cette douleur survient lors d'une blessure sportive et chez des 
patients atteints de lombalgie ou de coxarthrose.
La douleur cancéreuse est une douleur mixte, c’est-à-dire à la fois neuropathique et 
inflammatoire. Elle est provoquée par l’invasion des cellules cancéreuses dans les tissus 
mous ou les os, par la compression et l ’infiltration des nerfs par les tumeurs, ainsi que par
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les traitements thérapeutiques tels que la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie. Au 
début de la maladie, cette douleur est un symptôme présent chez 30 à 45% des cas en 
fonction du type de cancer et peut atteindre jusqu’à 90% des patients à un stade avancé ou 
métastatique (Mantyh et al., 2002). Chez un patient cancéreux, cette douleur prend 
plusieurs formes. Elle est à la fois aiguë et chronique. En clinique, il est souvent observé 
que les patients manifestent des douleurs très intenses de courtes durées et épisodiques en 
plus de souffrir d ’une douleur chronique constante, mais de plus faible intensité.
1.5. Épidémiologie
Le diagnostic de la douleur chronique est fréquent dans la population canadienne. Dans les 
faits, on estime à 1,5 million de Canadiens atteints (Ramage-Morin et Gilmour, 2010). Une 
enquête aléatoire menée auprès de 500 ménages de l’Ontario a révélé que son taux de 
prévalence est de 11% chez les moins de 60 ans et varie de 25 à 40% chez les plus de 60 
ans (Crook et al., 1984; Ramage-Morin, 2008). Ces données rejoignent celles d ’une étude 
menée en 2003 qui estime une prévalence moyenne de 35,5% dans les pays industrialisés 
(Hartsell et Ospina, 2003). Le mal de dos et l’arthrite/rhumatisme sont les causes les plus 
courantes de la douleur chronique. En plus d ’augmenter avec l’âge, ce taux varie selon le 
sexe. En effet, le résultat d’une étude menée en 2008 révèle que 9% des hommes âgés entre 
12 et 44 ans souffrent de douleur chronique alors que ce taux atteint 12 %  pour les femmes 
(Ramage-Morin, 2008).
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Type de douleur 
chronique





Constriction chronique du nerf 
sciatique (CCI)
(B ennett et Xie. 1988)
Ligature partielle du n e rf  sciatique 
(PNL)
Traum a (accident 
m oteur ou intervention 
chirurgicale), cancer
(Seltzer et al., 1990)
Ligature du nerf spinal (SNL)
(Kim  et C hung, 1992)
Steptozotocine Neuropathie diabétique (Courteix et al., 1993; 
Fox et al., 1999)
Agents chim iques 
(vincristine. Taxol. cisplatin)
Traitem ent de 
chim iothérapie
(Polom ano et al., 2001; 
A uthier et al.. 2003; 
H iguera et Luo, 2004)
Douleur
inflammatoire
Com plété Freud Adjuvant 
(CFA)
Douleur arthritique (Larson et al., 1986)
Injection i.m. de carrageenan Douleur arthritique (Kehl et al., 2000; 
R adhakrishnan et al.. 
2003)
Injection i.m. de saline acide Fibrom yalgie, syndrome 
de la fatigue chronique




Sclérose en plaque (t H art et Amor. 2003)
Douleur
cancéreuse
Injection de cellule de sarcom e 
ostéolytique dans le fémur
Douleur osseuse (Schw ei et al., 1999; 
D ore-Savard et al., 
2010)
Injection de cellules de sarcome prés 
du nerf sciatique
Douleur liée à la 
com pression des nerfs
(Shim oyam a et al., 
2002)
Tableau 1 : Modèles animaux utilisés dans l’étude de la douleur chronique
1.6. M odèles animaux
Les modèles animaux sont essentiels dans la compréhension des mécanismes pathologiques 
ainsi que dans la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques. En douleur, il y a un besoin
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considérable de découvrir de nouveaux analgésiques plus efficaces et plus sécuritaires. Afin 
de comprendre la complexité de la douleur au niveau moléculaire, plusieurs modèles 
expérimentaux ont été développés (Tab.l). Ces mêmes modèles servent à évaluer 
l’efficacité des nouveaux composés chimiques en investigation dans les phases 
précliniques. Hors en douleur, peu de médicaments ont été développés à partir des modèles 
animaux au cours des deux dernières décennies. A titre d ’exemple, dans les nouveautés de 
traitements des douleurs neuropathiques, les antidépresseurs tricycliques (TCAs) les 
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine-noradrénaline (SNRIs) et les antiépileptiques 
ont initialement été commercialisés pour des indications autres que la douleur. Il semble y 
avoir un obstacle majeur rendant difficile un succès de développement thérapeutique 
lorsque celui-ci est basé entièrement sur l ’extrapolation des résultats des études 
précliniques en clinique. La situation est difficile à évaluer en raison de la rareté des 
publications des résultats négatifs tant précliniques que cliniques de l’industrie. Un 
exemple d’échec bien documenté est le développement des antagonistes du récepteur NK1 
qui soulève des points forts intéressants en explorant la variabilité interespèce de la 
distribution du récepteur NK1 non pas au niveau de la corne dorsale de la moelle épinière 
mais au niveau des centres supérieurs (Hill, 2000). Face au polymorphisme de la douleur 
décrite par l’homme en tant que sensation, celle de l’animal n ’est estimée que par l’examen 
de ses réactions. Le grand débat actuel en douleur est le questionnement de la validité de 
ces modèles en regard à la pathologie humaine ainsi que les méthodes d ’évaluations de la 
douleur animale qui diffèrent généralement à celles utilisées en clinique (Vierck et al., 
2008; Flecknell et Vet, 2010). L’amélioration des modèles animaux de douleur ainsi que 
des méthodologies associées pour évaluer les paramètres de douleur sont points des 
importants pour l’industrie pharmaceutique et sont également des objectifs de l’organisme 
European Union Innovalive Medicines Initiative ( \vw\v.imi.curona.eu).
1.7. Physiopathologie de la douleur chronique
Le mécanisme exact de la physiopathologie de la douleur chronique est complexe et 
demeure encore à être clarifié. Plusieurs études expérimentales impliquant les modèles de
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douleurs neuropathiques et inflammatoires ont montré que les changements spinaux 
contribuent à modifier la transmission et la modulation de Y information nociceptive (Ko 
and Zhuo, 2004). En condition de douleur chronique, les neurones nociceptifs de la corne 
dorsale transmettent un nombre progressivement croissant d’influx nociceptifs vers les 
centres supraspinaux (W oolf et Salter, 2000; Ji et al., 2003). Ce phénomène nommé 
l’hyperexcitabilité neuronale qui conduit à la potentialisation à long terme est facilité par 
l’activation des cellules gliales (Watkins et al., 2001). L’augmentation de cette activité des 
neurones sensoriels s’explique également par une altération du système endogène 
d ’inhibition du CIDN (Schweinhardt et al., 2008). Dans le cas d ’une lésion des nerfs 
périphériques, le phénotype des neurones passe d’un mode d ’activité de transmission à un 
état de régénération. Le déficit fonctionnel causé par les lésions nerveuses peut être 
compensé par la réinnervation. Toutefois, une germination dans les zones normalement non 
innervées par les neurones sensoriels peut conduire à des mauvais relais synaptiques et 
entraîner des changements indésirables (Navarro et al., 2007). En effet, ces lésions peuvent 
perturber la localisation sensorielle voir même induire des troubles de douleurs chroniques 
neuropathiques. Tous ces changements associés aux modifications dans l’expression des 
neurotransmetteurs, des récepteurs et des canaux ioniques conduisent ensemble à une 
sensibilisation des neurones périphériques et centraux.
Pour le patient atteint de douleur chronique, cette sensibilisation du système nerveux se 
traduit par une perception erronée de la douleur qui est caractérisée par les signes cliniques 
suivants :
I. Allodynie : Douleur induite par un stimulus qui normalement ne provoque pas de 
douleur. L ’allodynie implique un changement dans la qualité d ’une sensation 
d'origine mécanique ou thermique.
II. Hyperalgésie primaire : Amplification de la réponse à un stimulus qui normalement 
évoque une douleur, lorsque ce stimulus est appliqué à la région lésée.
III. Hyperalgésie secondaire : Amplification de la réponse à un stimulus douloureux 
dans une région éloignée de la lésion. Elle s’étend autour de la région de 
l’hyperalgésie primaire.
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IV. Hyperalgésie par sommation temporelle : Stimulus nociceptif bref et répété induit 
par une amplification progressive de la réponse qui se prolonge au-delà de la durée 
de la stimulation.
V. Douleur spontanée : Douleur ressentie en absence de stimulation.
1.7.1. Changements neurochimiques spinaux
En condition normale, les signaux chimiques responsables de la transmission nociceptive 
sont représentés dans la figure 5. En réponse à des stimuli douloureux, Vactivation des 
fibres Aô et C favorisent la relâche du glutamate (Glu), principal neurotransmetteur 
excitateur, et de la substance P (SP) par les terminaisons des afférences présynaptiques 
dans la corne dorsale de la moelle épinière. Le Glu active les canaux cationiques 
monovalents AMPA (acide a-amino-3-hydroxyl-5-méthyl-4-isoxazole-proprionique) et 
kainate du neurone post-synaptique alors que le récepteur à glutamate canal cationique non 
sélectif NMDA ((N-methyl-D-aspartate) demeure inactivée. La SP se lie au récepteur 
neurokinine 1 (NK1) situé sur les terminaisons nerveuses post-synaptiques et transmet avec 
la Glu l’influx nociceptif aux neurones de second ordre. Pour éviter un excès de 
nociception, les mécanismes inhibiteurs locaux favorisent la relâche de GABA, de glycine, 
d ’adénosine et d ’opioïdes. Les transporteurs GLT1 et GLAST captent le glutamate résiduel 
présent dans la fente synaptique.






A6 or C fibre 
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Figure 5 : Neurotransmetteurs impliqués dans la transmission de l’influx nociceptif
Suite à un stimulus douloureux, les fibres afférentes primaires Aô et C relâchent du glutamate 
au relais synaptique dans la corne dorsale de la moelle épinière. Par l'activation des récepteurs 
AM PA, kainate situés sur la m em brane post-synaptique des neurones de second ordre, il y a 
transm ission de l’influx nociceptif. D ans cette condition, les cellules gliales sont 
m ajoritairem ent inactives. Figure adaptée de (Milligan et W atkins, 2009).
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Figure 6 : Rôles des cellules gliales dans la douleur chronique
L ’inflam m ation périphérique induit la relâche de neurotransm etteurs (Glu, SP, C G R P, A FP) 
par les neurones afférents prim aires de la corne dorsale de la m oelle épinière. Ces 
neurom odulateurs perm etten t la com m unication entre les neurones, mais aussi entre les 
neurones et les astrocytes. Sim ultaném ent, une com m unication entre les neurones et la 
microglie s’établit grâce à la relâche de CCL2 et CX,CL1. Ces chim iokines sont responsables 
d ’activer la microglie ainsi que d ’induire la transcrip tion et la relâche de m olécules p ro ­
inflamm atoires; IL -ip , LL-6, 11.18, T N F -a . Ces neurom odulateurs perm etten t à leur tour 
d ’établir la com m unication entre microglies et astrocytes ou  encore entre astrocytes et 
neurones. CCL2, produit aussi par les astrocytes, facilite la transm ission synaptique en 
sensibilisant les récepteurs post-svnaptiques A M P A et M N D A . Figure adaptée de (Nakagawa 
et Kaneko, 2010).
En condition de douleur chronique, les modèles animaux ont montré que plusieurs 
changements dans la plasticité neuronale se produisent (Fig.6). D’abord, une augmentation 
de l’activité des nocicepteurs tels que les canaux sodiques Nav et TRP conduit à la 
sensibilisation périphérique (Cummins et al., 2007; Dib-Hajj et al., 2009; Chung et al., 
2011). Il en résulte une diminution du seuil d ’activation neuronale et d ’une apparition de
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stimulations répétées des neurones du DRG en réponse à des stimuli douloureux. Cette 
activité altérée des afférences primaires déclenche aussi des changements dans la plasticité 
des neurones de second ordre et entraîne une sensibilisation centrale de la voie 
spinothalamique (W oolf et Salter, 2000). À la suite d ’une lésion nerveuse, la dépolarisation 
répétée des afférences primaires déclenche une relâche soutenue de glutamate, de SP, de 
CGRP, d ’ATP, de BDNF ainsi que de plusieurs cytokines et chimiokines dans la corne 
dorsale de la moelle épinière. Les stimuli nociceptifs soutenus conduisent à une sommation 
temporelle de dépolarisation des neurones postsynaptiques et font déplacer l’ion de Mg2+ 
sur le canal calcique NMDA permettant son activation. Cette stimulation à haute fréquence 
est à l’origine de la potentialisation à long terme (Wu et Zhuo, 2009). Au niveau de la 
signalisation cellulaire, l ’effet de ERK contribue à sensibiliser les récepteurs AMPA et 
NMDA qui résultent d ’une augmentation de l’excitabilité des neurones spinaux (Yu et 
Yezierski, 2005). Aux synapses, les transporteurs GLT1 et GLAST responsables d ’éliminer 
le glutamate de la fente synaptique sont inhibés après une exposition prolongée au 
glutamate et ils augmentent l’effet excitateur du glutamate (Mirzaei et al., 2010). Tous ces 
facteurs contribuent ensemble à l’hyperexcitabilité neuronale.
1.7.2, Neuroinflammation
L’inflammation spinale qui accompagne la douleur chronique joue également un rôle 
important dans la sensibilisation périphérique et centrale (Basbaum et al., 2009; Costigan et 
al., 2009; Austin et Moalem-Taylor, 2010). En effet, il existe une communication fine entre 
le système immunitaire et le système nerveux (Haydon, 2001; Vallejo et al., 2010). À titre 
d’exemple, la réponse inflammatoire initiée par une lésion nerveuse en périphérie provoque 
une augmentation de la perfusion locale, de la perméabilité des capillaires et de la présence 
des cellules immunes. La migration des différents types de leucocytes au site lésé favorise 
l’activité microbicide, la cicatrisation et stimule les neurones sensoriels afférents primaires. 
Cette réaction inflammatoire est orchestrée principalement par l’action des cytokines. Une 
présence soutenue des cytokines sensibilise aussi les nocicepteurs périphériques (Schaible 
et al., 2011). Cette réaction inflammatoire est amplifiée par l’activation des cellules gliales
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des systène nerveux périphérique et central dans la région de l’innervation du nerf atteint. 
Leur activation cause la relâche de molécules immunoactives (interleukines, chimiokines, 
facteurs neurotrophiques) et favorise la dépolarisation ectopique et récurrente des neurones 
sensoriels périphériques et centraux (Ruscheweyh et al., 2011). Par le fait même, elles 
améliorent la condition douloureuse (Gao et Ji, 2010).
1.7,3. Activation des cellules gliales dans le SNC
D’autres cellules importantes impliquées dans le circuit de la douleur sont les cellules
gliales. Ces cellules dites de soutien aux neurones sont 10 fois plus nombreuses que les
neurones dans le SNC. Les astrocytes ont pour rôle d ’assurer la survie neuronale. Us 
régulent la concentration d’ions du milieu extracellulaire et des neurotransmetteurs libérés 
dans les fentes synaptiques. La microglie est une cellule du système immunitaire du SNC. 
Elle protège cet environnement contre toutes invasions pathogéniques. Lorsque les nerfs 
sont lésés, les astrocytes et la microglie changent de morphologies et s ’activent. La 
microglie migre au site d ’innervation spinal du nerf lésé et acquiert la capacité de 
phagocyter les débris cellulaires. Ces cellules libèrent des facteurs de croissance qui 
stimulent la survie et la réparation des neurones.
Il y a des différences dans la réponse des cellules gliales spinales à la suite d'une lésion 
périphérique nerveuse. En suivant l’apparition des marqueurs cellulaires, il est montré que 
l’activation de la microglie (OX-42, IBA-1) se produit très tôt, est transitoire et peut 
survenir en absence de dégénérescence axonale ou de mort cellulaire. En revanche, la 
réponse astrocytaire (GFAP, glial-fibrillary-acidic- protein) survient plus tardivement 
(Colbum et al., 1997; Hald et al., 2009). Elle est généralement causée à la suite d'une 
dégénérescence axonale et est impliquée dans la persistance de la douleur neuropathique. 
Cette activation séquentielle est aussi mise en évidence par des études de signalisation 
cellulaire. En effet, il a été montré que la stimulation des voies MAP Kinases, P38 et ERK 
dans la microglie survient plus tôt que l’activation de JNK dans les astrocytes (Zhuang et 
al., 2005; Zhuang et al., 2006). Ces voies entraînent l’activation du facteur B nucléaire
Introduction générale : Physiopathologie de la douleur
24
(NFkB) et favorise la transcription de plusieurs médiateurs inflammatoires tels que les 
cytokines (IL-1(3, IL-6, 1L-18, TNF-a, CCL2) qui modulent la transmission synaptique 
(Haydon, 2001; Perea et Araque, 2010).
Au-delà des effets bénéfiques, la glie peut aussi prolonger l’état de sensibilisation des 
neurones nociceptifs. En effet, plusieurs études expérimentales montrent qu’inhiber la 
fonction des cellules gliales atténue l’apparition et le développement de la douleur 
neuropathique (Tsuda et al., 2003; Barclay et al., 2007). À titre d’exemple, l’administration 
en prophylaxie d ’un inhibiteur de l’activation de la microglie, l’antibiotique tétracyclique 
minocycline, prévient l’apparition d ’allodynie et d ’hyperalgésie. Cependant, il ne peut 
renverser ces symptômes si ils sont déjà établis (Raghavendra et al., 2003; Nakagawa et al., 
2007). Aussi, il est montré dans un modèle de neuropathie SNL que l’infusion d ’un peptide 
inhibiteur pour JNK prévient et renverse l’allodynie mécanique (Zhuang et al., 2006). Les 
études les plus convaincantes ont été réalisées avec des inhibiteurs du métabolisme des 
cellules gliales tels que le fluorocitrate, le propenfylline et le L-a-aminoadipate qui 
perturbent à la fois la fonction des astrocytes et de la microglie. Leur administration atténue 
d ’une part l’induction mais aussi le maintien de l’allodynie et de l’hyperalgésie (Sweitzer et 
al., 2001; Zhuang et al., 2006; Nakagawa et al., 2007; Tawfik et al., 2007). Toutefois, une 
étude montre que l’apparition de l’allodynie par l’administration i.t. d ’ATP persiste même 
lorsque l’activation astrocytaire tend à décroître (Nakagawa et al., 2007). Ces résultats 
suggèrent donc que la seconde phase qui contribue au maintien de la douleur chronique 
n ’est pas entièrement attribuée à l’activation astrocytaire et que d ’autres mécanismes 
seraient en cause.
1.7.4. Cytokines
Les cytokines sont de petites molécules solubles qui jouent un rôle clé dans la 
communication des cellules immunes et de son environnement. Elles ont une activité 
pleiotropique et peuvent déclencher plusieurs réponses cellulaires en fonction du type de 
cellules impliquées, du temps d ’exposition et de l’environnement moléculaire. Un équilibre
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dans l'expression de ce système est primordial, car le débalancement de cette homéostasie 
est impliquée dans plusieurs pathologies chroniques dont la douleur et l’arthrite 
rhumatoïde. Les cytokines sont une grande famille qui regroupe entre autres les 
interleukines (IL), les facteurs de nécrose tumorale (TNF), les chimiokines et les 
interférons. La réponse inflammatoire initiale suivant une lésion périphérique est la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, CCL2, IL-1P, IL-6, IL -12, IL -18 et 
INFy) ainsi qu’une diminution des cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL -10, IL-13, TGF- 
(3). En agissant en synergie, ces médiateurs ont la capacité d’attirer les monocytes circulants 
au site lésé et d ’augmenter l’activité des fibres sensorielles primaires (Belkouch et al., 
2011). Aussi, certaines cytokines relâchées en périphérie ont montré la capacité d’agir au 
niveau spinal par transport axonal dans l’afférence primaire. Dans un modèle de douleur 
neuropathique CCI, une étude a montré que l’injection d’un traceur pour le TNF-a, subit un 
transport rétrograde rapide du nerf sciatique lésé au DRG lombaire L4 et L5. Il s’en suit 
d ’un transport antérograde du DRG à la moelle épinière (Shubayev et Myers, 2001). Au 
niveau spinal, l’interaction de TNF-a avec son récepteur TNFR1 active les astrocytes en 
stimulant la voie JNK et induit la production de la chimiokine pro-inflammatoire CCL2 
(Gao et Ji, 2010). Il a été suggéré que ce mécanisme expliquerait l’activation des cellules 
gliales et la neuroinflammation à distance du site lésé observée dans la douleur 
neuropathique (Shubayev et Myers, 2001). Aussi, il est montré que les cytokines en 
stimulant la voie des MAPK, produisent des changements au niveau de l’expression et de 
l’activité des canaux cationiques. À titre d ’exemple, TNF-a induit une augmentation à la 
à la membrane du récepteur glutamatergique AMPA mais une endocytose du récepteur 
GABAa (Stellwagen et al., 2005). IL -1(3 sensibilise les canaux NMDA et augmente leur 
activité (Viviani et al., 2003; Yang et al., 2005). Aussi, une exposition de IL -ip  in vitro 
sensibilise le nocicepteur TRPV1 et conduit tout comme TNF-a et IL-6 à la relâche de 
CGRP (Opree et Kress. 2000; Obreja et al., 2002). Par des études expérimentales, 
l’allodynie et l’hyperalgésie mécanique chez le rat ont été associées à des niveaux 
d’expression élevée de CCL2, de TNF-a, de IL -1(3 et IL-6 (DeLeo et al., 1996; Zelenka et 
al., 2005). Parmi les cytokines, un candidat se démarque des autres par ses propriétés 
pronociceptives tant en périphérie que centrale. Ce candidat est la chimiokine CCL2.
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Les chimiokines sont de petites protéines sécrétées de faibles poids moléculaires (8-12kDa) 
caractérisées par leur propriété chimiotactique. Cette classe de cytokine travaille de concert 
avec les sélectines et les intégrines pour réguler la migration cellulaire à des fins 
d ’homéostasie (Laudanna et al., 2002). Les chimiokines contrôlent entre autre la migration 
des neutrophiles, des lymphocytes et des cellules présentatrices d’antigènes (Deshmane et 
al., 2009). En condition inflammatoire, les chimiokines ont pour rôle de coordonner le 
recrutement et l’activation des leucocytes. Plus précisément, les cellules sentinelles au 
foyer inflammatoire créent un gradient chimiotactique par la relâche de chimiokines qui 
entourent les vaisseaux sanguins avoisinants. Ce signal induit la migration des leukocytes 
circulants vers la concentration locale élevée de chimiokines situées au foyer inflammatoire 
(Callewaere et al., 2007). Les chimiokines contrôlent aussi les différentes phases de la 
réponse inflammatoire tant innée qu’adaptative (Rot et von Andrian, 2004). De par ces 
actions, elles sont fortement impliquées dans les maladies chroniques inflammatoires dont 
l’arthrite rhumatoïde et le psoriasis (Alon et Shulman, 2011).
Dans le système nerveux, les chimiokines peuvent moduler la transmission de l’information 
sensorielle en agissant directement sur l’activité des neurones sensoriels et indirectement, 
en contrôlant l’activation des cellules gliales. En effet, les évidences de la littérature 
montrent que l’action des chimiokines conduit au développement et au maintien de la 
douleur chronique (Abbadie et al., 2009; Miller et al., 2009; White et al., 2009; Van 
Steenwinckel et al., 2011). A ce titre, ils font des chimiokines un système potentiellement 
intéressant pour envisager une intervention thérapeutique (Gosselin et al., 2008).
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1.8. Nom enclature
Les chimiokines ont été identifiées pour la première fois avec la purification de la protéine 
CXCL4/PF4 (secreted platelet factor) en 1977 (Deuel et al., 1977). Il existe aujourd’hui 44 
chimiokines et 22 récepteurs de chimiokines décrits dans la littérature qui partage de 20 à 
95% d ’homologie entre eux (Fig. 7). Initialement, l’identification des chimiokines était 
attribuée en regard aux fonctions biologiques ; constitutives ou inflammatoires. Les 
chimiokines constitutives (CCL19, CCL21 et CCL25) sont impliquées dans le maintien de 
l’homéostasie en condition normale. Ils régulent la migration leucocytaire vers les organes 
lymphoïdes primaires et secondaires (Ebert et al., 2005). Les chimiokines inflammatoires 
orchestrent l’ensemble des réponses immunes innées et adaptatives, en agissant par 
exemple comme régulateur de la différenciation et de l’activation cellulaire (Moser et al., 
2004). Cependant, certaines chimiokines ne peuvent être strictement classées dans un sous- 
groupe car elles sont à la fois exprimées constitutivement et leur expression est modulée en 
condition inflammatoire. C’est pourquoi, au début des années 2000, un système de 
nomenclature officiel a été établi (Zlotnik et Yoshie, 2000; Murphy, 2002). Le motif 
structural requis pour être classé dans le groupe des chimiokines est une série de résidus 
cystéines conservées. Elles sont nommées selon la nature précise de cette séquence, suivie 
par un L (pour ligand) ou R (pour récepteur) et un numéro. L’espacement et le 
positionnement des deux premiers résidus cystéine à partir du segment N-terminal 
déterminent le classement des chimiokines en quatre sous-familles (C, CC, CXC, CX3C) . 
Un sommaire de cette classification est montré à la figure 7.
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Figure 7 : Classification des chimiokines et de leurs récepteurs respectifs
La classification des chimiokines dépend du nom bre et du positionnem ent de résidus de 
cystéines conservés à partir de la région N -term inale. (A) Les CXCs possèdent un  résidu (X) 
qui sépare les deux cystéines conservées (CC). Ce groupe est caractérisé po u r leur propriété 
chim ioattractante des neutrophiles, des lym phocytes e t des cellules « naturels killers ». (B) Les 
CCs on t deux cystéines adjacentes. Cette famille aussi nom m ée les chimiokines (3 se dém arque 
pour leur capacité d ’attraction des m onocytes, m acrophages, des basophiles, des éosinophiles, 
lymphocytes T  mais très peu ou pas pour les neutrophiles. (C) Les XCs (ou chim iokines y) se 
distinguent structurellem ent des autres chim iokines car ils possèdent uniquem ent deux des 
quatre cystéines conservés. Les deux seuls m em bres de ce groupe sont les lym photactines a  et 
(3 qui agissent sur l’attractivité des lymphocytes T. (D) Le groupe CX3C (ou chim iokine 8), 
représenté uniquem ent par CX,CL1 est caractérisé par la présence de trois acides aminés entre 
les deux prem ières cystéines conservées. Figure adaptée de (Rostene et al., 2007).
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1.9. Récepteurs chimiokinergiques
L ’action biologique des chimiokines dépend des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG). La longueur de ces récepteurs varie 
de 340 à 370 acides aminés et la plupart possèdent un m otif DRYLAIV dans la seconde 
boucle intracellulaire. La structure tridimensionnelle exacte des récepteurs 
chimiokinergiques n’est pas encore connue et les modèles actuels sont basés par homologie 
sur la structure identifiée de la rhodopsine. Les récepteurs des chimiokines sont nommés 
selon la classe des chimiokines qui se lie à eux. La spécificité des récepteurs pour leurs 
ligands n ’est pas étroite. Un récepteur donné peut reconnaître plusieurs chimiokines d ’une 
même sous-famille ce qui entraîne un degré de redondance (Viola et Luster, 2008). Certains 
récepteurs lient de nombreuses chimiokines et d ’autres récepteurs, au contraire, partagent 
un seul ligand. En général, les récepteurs pour les chimiokines pro-inflammatoires ont des 
spécificités de liaison des ligands plus larges, alors que les récepteurs impliqués dans le 
trafic basai des leucocytes lient un nombre de ligands restreints. De plus, certains 
récepteurs des chimiokines forment des homo- ou hétérodimères, ce qui peut modifier leur 
fonction ou leur sensibilité aux chimiokines (Mellado et al., 2001; Thelen, 2001).
1.10. M onocyte Chem oattractant Protein-1 (CCL2)
CCL2 (MCP-1) est une molécule chimioattractante très puissante isolée pour la première 
fois à partir de fibroblaste 3T3 de souris (Cochran et al.. 1983). C ’est la première 
chimiokine CC découverte chez l’humain. C ’est une petite protéine de 13 kDa dont le gène 
est situé sur le chromosome 17 (Furutani et al., 1989; Mortier et al., 2011). CCL2 est traduit 
en un précurseur qui contient un peptide signal de 23 acides aminés et un peptide mature de 
73 acides aminés. Cette protéine a un poids moléculaire de 8,7 kDa sous sa forme non- 
glycolysée. Après sécrétion, CCL2 peut être clivée au niveau N-terminal par les MMPs 
(M MP-l.MMP-2, MMP3- et MMP-9) (Denney et al., 2009). Cette forme tronquée est 
dépourvue d'activité chimiotactique. Son expression peut être induite par une variété de
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médiateurs tels que les cytokines (IL-1, IL-4, TNF-a, INF-y), les facteurs de croissance 
(VEGF), les lipopolysacharides (LPS) ou encore par le stress oxydatif (Melgarejo et al.,
2009).
1.11. Récepteurs de CCL2
CCL2 se lie avec une haute affinité au récepteur CCR2, un RCPG sensible à la toxine 
pertussique (Melgarejo et al., 2009). Deux isoformes de CCR2 (CCR2A et CCR2B) sont 
présentes chez l’humain, résultat de l’épissage alternatif au niveau du site C-terminal 
(Tanaka et al., 2002). Les transcrits des deux isoformes sont exprimés dans les monocytes 
humains isolés, mais les niveaux de CCR2B sont significativement plus élevés. Par ce fait 
même, CCR2B a attiré davantage l’attention scientifique que CCR2A. Contrairement à 
l’humain, les rongeurs possèdent qu’une seule isoforme de CCR2. En périphérie, CCR2 est 
exprimé sur les monocytes, les basophiles, les lymphocytes T activés, les cellules natural 
killers, les cellules dendritiques, les cellules endothéliales et certains types de cellules 
cancéreuses. La voie de signalisation du récepteur CCR2 passe par la dissociation des sous- 
unités Ga et GPy (Thelen, 2001). Une des premières voies identifiées est Gai qui inhibe 
l’adénylate cyclase et contribue à réduire le niveau intracellulaire de AMPc. Aussi, 
plusieurs récepteurs chimiokinergiques activent la voie Gaq. Cette voie entraîne la 
transduction d’un signal en cascade qui débute par l’activation de la phospholipase C puis 
de la production d’inositol-(l,4,5)-triphosphate et de diacylglycérol. Il s’en suit d ’une 
augmentation transitoire de calcium intracellulaire et d ’une activation de la protéine kinase 
C. Des étapes distales dans la cascade de signalisation incluent également l’activation des 
MAPKs ERK1 et ERK2, p38, de Janus kinase JAK2, de JNK1 et de NFkB. La liaison de 
CCL2 sur le récepteur CCR2 peut aussi induire F internalisation de CCR2 par la voie des 
clathrines et des cavéolines (Dzenko et al., 2001; Bonecchi et al., 2009; Borroni et al.,
2010).
En plus du récepteur principal CCR2, d’autres récepteurs peuvent lier CCL2 avec une 
affinité moindre. CCL2 par exemple, lie CCR11 sans toutefois induire une réponse calcique
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intracellulaire, une voie essentielle pour une réponse chimiotactique (Schweickart et al., 
2000). Aussi, il est montré que CCL2 interagit avec D6, un récepteur chimiokinergique 
atypique présent dans le SNC (Neil et al., 2005). Ce récepteur présente 60% d ’homologie 
avec les récepteurs de type CCR. Sa particularité est qu’il possède un m otif DKYLEIV au 
lieu de DRYLAIV sur sa deuxième boucle intracellulaire, et par conséquent, n ’induit pas de 
signal intracellulaire suivant la liaison d’un ligand. Cette caractéristique du récepteur D6 est 
présente chez tous les mammifères et donc, ne représente pas simplement une altération de 
perte de fonction. Les études in vitro montrent que D6 est un récepteur constitutif qui 
intemalise activement les chimiokines inflammatoires par la voie des P-arrestines pour les 
dégrader (Nibbs et al., 2003). In vivo, le récepteur D6 joue un rôle important dans la 
résorption de la réponse inflammatoire induite par les cytokines. En effet, les souris 
déficientes pour le récepteur D6 montrent une clairance altérée des cytokines 
inflammatoires (Collins et al., 2010). Par conséquent, ce récepteur est défini comme un 
récepteur leurre qui contribue à moduler l’action des chimiokines.
1.12. Distribution du couple CCL2/CCR2 dans le système nerveux
La compréhension du rôle fonctionnel de CCL2 dans la douleur nécessite une connaissance 
précise de sa distribution dans le système nerveux. Au niveau périphérique, CCL2 est 
exprimé de manière constitutive ou induite par une variété de types cellulaires incluant les 
cellules immunes (monocytes, macrophages), les cellules endothéliales, les cellules des 
muscles lisses, les fibroblastes, par certains types de cellules cancéreuses et enfin par les 
neurones sensoriels (Yadav et al., 2010). Il est bien documenté que CCL2 contribue à la 
sensibilisation périphérique. Une étude réalisée avec des souris transgéniques montre que 
l’activation de CCR2 dans les neurones sensoriels par son ligand CCL2 est suffisante pour 
produire un comportement de douleur chronique (Jung et al., 2009). Cette sensibilisation 
peut s’expliquer par les voies de signalisation cellulaires induites par l’activation de CCR2 
qui augmente l’activité de TRPV1 et inhibe les canaux potassiques voltage-dépendants 
(Sun et al., 2006; Jung et al., 2008).
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Au niveau central, différents modèles animaux ont montré que CCL2 est exprimée 
constitutivement dans les neurones de petit et moyen diamètres en condition normal (Fig.8) 
et est aussi induite en condition de douleur chronique (Tanaka et al., 2004; White et al., 
2005b; Zhang et De Koninck, 2006; Dansereau et al., 2008; Jeon et al., 2008). Plus 
particulièrement, CCL2 est présent dans certains neurones peptidergiques qui expriment la 
SP et le CGRP ainsi que dans les neurones positifs pour TRPV1. Dans la moelle, CCL2 est 
retrouvé au niveau de la lamina superficielle, région richement innervée par les fibres 
afférentes C. Par contre, CCL2 n ’est pas exprimée par les neurones de deuxième ordre. Sa 
détection dans le soma et dans les vésicules de sécrétion des neurones de DRG, suggère que 
CCL2 est sécrétée par les terminaisons nerveuses en réponse à certaines situations 
physiologiques ou pathologiques (Van Steenwinckel et al., 2011). En effet, dans une étude 
de superfusion, il est montré que sa relâche est induite par une stimulation au KC1 ainsi que 
par la capsaïcine selon un mécanisme calcium-dépendant (Dansereau et al., 2008). Le 
récepteur CCR2 co-localise partiellement avec CCL2 dans les DRG (Jung et al., 2009). 
Cette observation suggère une possible auto-régulation par voie autocrine et paracrine. 
CCR2 est aussi retrouvé dans les lamina superficiels et profondes de la moelle épinière 
(Gao et al., 2009). En condition de douleur neuropathique (CCI, SNL, LCP) et 
inflammatoire (CFA), il est observé que l’expression du couple CCL2/CCR2 est induite 
dans les DRG (Fig. 8 & 9) (White et al., 2005b; Zhuang et al., 2006; Jeon et al., 2008; Jung 
et al., 2008; Jeon et al., 2009). Dans le modèle de SNL, l’élévation d ’expression de CCL2 
est remarquée très rapidement (<4 h) dans les DRGs ipsilatéraux à la ligature. Son 
expression corrèle avec le niveau d ’allodynie mécanique développée dans la patte 
ipsilatérale de l’animal comparativement aux observations faites du côté contralatéral 
(Tanaka et al., 2004). Cette observation fait le lien avec des études fonctionnelles qui 
révèlent que les neurones isolés de DRG provenant d ’animaux en douleur neuropathique 
sont fortement dépolarisés par le CCL2 (White et al., 2005b; Sun et al., 2006). Une autre 
étude montre que la relâche de CCL2 conduit rapidement à sensibiliser le SNC par 
l’augmentation de l’activité des canaux NMDA des neurones post-synaptiques spinaux 
(Gao et al., 2009).
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CCL2 n’est pas uniquement exprimée par les neurones primaires. Dans la population des 
cellules gliales, CCL2 et CCR2 sont exprimés à la membrane de la microglie. Leur niveau 
d’expression est augmenté lorsque ces cellules sont activées. C’est ce qui est observé en 
condition de douleur chronique (Tanaka et al., 2004; Gao et Ji, 2010; Gao et al., 2010). À la 
suite d’une lésion nerveuse, le profil d ’expression temporel de CCL2 dans la come dorsale 
de la moelle épinière correspond avec l’activation de la microglie (Zhang et De Koninck, 
2006; Thacker et al., 2009). Ces évidences suggèrent une communication fine entre les 
neurones et la microglie. Également, des coupes de DRG montrent que le couple 
CCL2/CCR2 colocalise avec le marqueur astrocytaire GFAP (Gao et al., 2009). Des études 
révèlent que l’expression de CCL2/CCR2 est augmentée dans les astrocytes très tôt suivant 
l’induction d’une douleur neuropathique et demeure élevée avec le temps (Fig.8) (Knerlich- 
Lukoschus et al., 2008; Gao et al., 2009). Les conclusions d'études in vitro montrent que 
CCL2 est produite dans les astrocytes activés et que sa stimulation est causée sous l'action 
du TNF-a (Croitoru-Lamoury et al., 2003; El-Hage et al., 2005). Cette distribution au sein 
du système nerveux suggère que CCL2 peut activer CCR2 présent à la fois sur les neurones 
et sur les cellules gliales. Ces observations renforcent l’idée que ce couple contribue à la 
modulation de la sensibilité douloureuse.
1.13. CCL2/CCR2 dans la modulation de la douleur
L’implication de CCL2 dans la modulation de la douleur a été suggérée par la 
démonstration que cette chimiokine peut stimuler les neurones nociceptifs. Dans les faits, 
une administration i.t. de CCL2 chez des rats sains produit rapidement une hyperalgésie et 
une allodynie mécanique (<4h) qui perdure au moins 4 jours (Dansereau et al., 2008). De 
plus, il est montré que ces effets pronociceptifs sont causés par l’activation du récepteur 
CCR2. En effet, une co-injection de CCL2 avec un antagoniste spécifique pour ce récepteur 
(INCB3344) bloque l’apparition de l’allodynie mécanique (Brodmerkel et al., 2005; 
Dansereau et al., 2008). Dans un modèle de douleur post-opératoire, il est observé que la 
neutralisation de CCL2 au niveau spinal par des anticorps monoclonaux renverse 
rapidement l’hypersensibilité développée (Peters et Eisenach, 2010). Ce résultat est aussi
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obtenu dans les modèles de type neuropathique, SNL et CCI (Gao et al., 2009; Thacker et 
al., 2009). Les évidences génétiques supportent également les observations faites sur l’effet 
pro-nociceptif du couple CCL2/CCR2. Dans un modèle de souris surexprimant CCL2, il est 
montré que les comportements nociceptifs à la réponse de stimulations thermique et 
mécanique sont amplifiés (Oh et al., 2001; Menetski et al., 2007). Par contre, les souris 
déficientes pour le gène de CCR2"7', ont une absence d ’allodynie mécanique dans le modèle 
de douleur neuropathique PNL (Abbadie et al., 2003; Zhang et al., 2007). Dans les modèles 
inflammatoires, ces souris ont aussi montré une importante diminution d ’hypersensibilité 
mécanique dans la deuxième phase du test à la formaline mais une très modeste réduction 
chez les animaux traités au CFA (Abbadie et al., 2003). En somme, l’ensemble de ces 
évidences montre clairement que la chimiokine CCL2 et son récepteur CCR2 possède 
toutes les caractéristiques d ’un neuromédiateur impliqué dans la modulation de 
l’information nociceptive. Dans le contexte de recherche de nouvelles cibles 
thérapeutiques, ce couple représente une cible potentielle en douleur.
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2) L'expression de CCL2 est augm entée dans la moelle épinière en condition de douleur neuropathique
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Figure 8 : Expression de CCL2 dans les ganglions de la racine dorsale et la moelle 
épinière
1) Distribution cellulaire de CCI^2 dans les ganglions de la racine dorsale de rat. CCL2 colocalise avec la 
substance P (SP) et le calcitogen-gene-related-peptide (CGRP). Cette observation m ontre que 
CCL2 est exprimé par les neurones peptidergiques. L ’échelle représente 10 pm . 2) Distribution 
cellulaire de C C L2 dans la moelle épinière de rat. (A) Expression de CCL2 dans la m oelle épinière de 
rats naïfs, (B) de rats 3 jours après une ligature du n e rf  spinal (SNL) et (C) 10 jours après la 
ligature. L ’échelle représente 200 pm . Les images (D-E) son t des images prisent à fort 
grossissem ent des moelles illustrées en A , B et C respectivem ent. L ’échelle représente 100 pm. 
Le double marquage m ontre que CCL2 colocalise avec G FA P, un  m arqueur astrocytaire (G). 
Toutefois, CCL2 ne colocalise pas avec N euN  (H), un m arqueur neuronal e t 0 X 4 2 , un 
m arqueur microglial (I). L ’échelle représente 50 pm . Figure adaptée de (D ansereau et al., 2008; 
G ao et al., 2009).
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1 ) A u g m e n ta tio n  d e  l 'ex p ress io n  d e  CCR2 d a n s  le s  g a n g lio n s  d e  la ra c in e  d o rs a le  su iv an t u n e  c o m p re ss io n  d e s  DRG
2) E x p ress io n  d e  CCR2 d a n s  la m o e lle  é p in iè re
CCR2/NeuND o r s 3 l  H o r n
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Figure 9 : Expression de CCR2 dans les ganglions de la racine dorsale et la moelle 
épinière
1) Expression de l ’A R N m  de CCR2 dans les ganglions de la racine dorsale compressés aux jours 1 (B) 3 (E) 
et 5 (H). A ucune expression de CCR2 n ’est observée au jour 1 (B) alors qu ’une très faible 
expression est présente au jour 3 (E). U ne forte expression d ’A R N m  de CCR2 est observée 5 
jours post-opération dans les cellules non  neuronales du D R G  L5 (H). 2) Expression de CCR2 
dans la moelle épinière. Les images de la moelle épinière de souris (CCR2-GFP) m on tren t que 
l’expression de CCR2 colocalise avec le m arqueur neuronal N eu N  dans les laminas profondes 
(A,B,B’) et superficielles (C,C’). L ’échelle représente 100 pm. Figure adaptée de (White et al., 
2005a; G ao et al., 2009)
1.14. Difficulté des traitements dans la douleur chronique
Malgré les avancements de la recherche dans le domaine de la douleur chronique, les 
statistiques montrent un résultat insatisfaisant du succès des traitements (Finnerup et al.,
2010). Dans le cadre des stratégies thérapeutiques, l’OMS propose une échelle de trois 
paliers basés sur l’intensité de la douleur et la graduation de la puissance des antalgiques
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(Fig. 10). De manière générale, Faction des médicaments utilisés en douleur se situe à 
différents niveaux : Blocage ou diminution de la sensibilité des récepteurs nociceptifs (ex 
inhibiteur des prostaglandines), modification de la transmission spinale, action sur les voies 
descendantes inhibitrices et activation des récepteurs opioïdergiques dans le SNC. Le 
premier palier représente les douleurs d ’intensité faible à modérée. L’antalgique de 
première ligne est l’acétaminophène en raison de ses faibles effets secondaires à dose 
thérapeutique. Citons notamment la toxicité rénale avec utilisation prolongée et le risque 
d ’hépatotoxicité à des doses élevées. Ensuite, il y a aussi les anti-inflammatoires non 
stéroïdiens (AINS). Les AINS non sélectifs et les coxibs ont un effet antalgique 
généralement supérieur à l’acétaminophène à l’exception de la douleur associée à 
l’arthrose, dont le rapport de supériorité est incertain. Les effets indésirables associés sont 
l’augmentation du risque d ’exacerbation d ’une insuffisance rénale déjà présente, présence 
de saignement dans le tractus gastro-intestinal ainsi que la rétention hydrique pouvant 
affecter les fonctions rénale et cardiaque. Dans la gestion de la douleur aiguë et chronique, 
l’efficacité des coxibs et des AINS non sélectifs est semblable. Cependant, le choix des 
coxibs est privilégié principalement lorsque le risque gastro-intestinal est élevé. Si la 
douleur ne peut être soulagée par ces actions, la classe des médicaments opioïdergiques est 
alors envisagée. Les opioïdes ont une action centrale et agissent au niveau des structures 
spinales et supraspinales. Plusieurs effets secondaires importants accompagnent cependant 
la prise de ces médicaments. Les principaux sont la nausée, la constipation, sédation et 
étourdissements. La possibilité d ’alterner leur utilisation permet d ’améliorer le confort des 
patients. La rotation des opioïdes permet entre autre d’atténuer le développement de la 
tolérance, des effets secondaires, de la réponse insuffisante au traitement et de la toxicité 
potentielle de certains morphiniques. Les médicaments de choix prescrits dans le palier de 
niveau 2 sont la buprénorphine, le tramadol et le tapentadol. La buprénorphine est un 
agoniste opioidergique qui est métabolisé principalement par glucuronidation, réduisant 
ainsi les interactions médicamenteuses. Le tramadol est une molécule ayant deux 
mécanismes d ’action. Il est un agoniste faible des récepteurs mu et un inhibiteur de la 
recapture de la noradrénaline et de la sérotonine. Pharmacologiquement, il ne fait pas partie 
de la classe des opioïdes, car son effet ne peut être entièrement renversé par le naloxone, un 
antagoniste des récepteurs opiodergiques. L’effet analgésique du tapentadol résulte d ’une
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activité synergique du système opioidergique et du système noradrénergique. Les opioïdes 
forts dont la morphine, le fentanyl, l ’hydromorphone, oxycodone et la méthadone sont 
réservés pour le palier de niveau 3. Les opioïdes à longues actions sont privilégiés dans le 
cas d’une douleur constante ou d’une douleur épisodique fréquente. La longue action est 
une stratégie pour éviter les fluctuations d ’intensité de la douleur et des effets indésirables 
secondaires en raison des variations des niveaux sériques et améliore le sommeil.
Les médicaments adjuvants sont souvent prescrits en co-administration avec la stratégie 
d ’analgésie multimodale que propose l’OMS. Cette stratégie favorise un soulagement de la 
douleur efficacement en agissant sur plusieurs voies de la douleur au moyen d ’agents dotés 
de modes d ’action complémentaires ou synergiques. Cette méthode permet d’améliorer 
l’efficacité des composés ainsi que la tolérabilité en diminuant les doses de chaque 
analgésique. Les analgésiques adjuvants sont des médicaments qui ont un effet favorable 
sur la douleur alors que leur première indication est autre. Dans la classe des inhibiteurs de 
la recaptures de la noradrénaline et de la sérotonine (SNRIs), citons notamment la 
duloxetine, le desvenlafaxine et le venlafaxine qui sont utilisés en douleur. Néammoins, 
seule la duloxetine a des indications analgésiques. Les effets indésirables reliés à cette 
classe sont principalement la nausée, la sécheresse buccale, constipation, fatigue et 
somnolence. Dans la classe des trycicliques, c’est l’amitriptyline que l’expérience 
analgésique clinique principalement pour la fibromyalgie est la plus documentée. 
Cependant, plusieurs effets secondaires sont associés à cette classe : sécheresse buccale, 
constipation, confusion mentale et tremblement des extrémités associées à leur effet 
anticholinergique, risque d’hypotension orthostatique et de tachycardie réactionnelle lié à 
leurs effets anti-adrénergiques (blocage du récepteur a l ) ,  prise de poids par la levée 
d ’inhibition de centre de la satiété, sédation à l’effet antihistaminique, dyskinésie tardive à 
l'effet antidopaminergique. Puisque l’effet antalgique apparaît plus rapidement que l’effet 
antidépresseur, il est recommandé de commencer avec des faibles doses pour éviter ces 
effets indésirables. Enfin, les gabapentinoïdes se sont avérés efficaces particulièrement dans 
le cas de douleurs neuropathiques non répondant aux dérivés morphiniques. À titre 
d ’exemple, le gabapentin et la prégabaline sont largement utilisés pour la névralgie 
postherpétique de même que pour la neuropathie diabétique. Les effets secondaires les plus
Introduction fié né rôle : C 'himiokine douleur
39
fréquents sont l’oedème périphérique, gain pondéral, bouche sèche, étourdissement et 
somnolence.
En réaction à cette réalité, les cliniques de la douleur au Québec ont été mises sur pied dans 
les années 2000. Leur mission est de favoriser une approche multidisciplinaire demandant 
la participation de toute une équipe de thérapeutes incluant médecins, infirmières, 
psychologues et physiothérapeutes. Leur but est d’aider le patient à soulager les symptômes 
de la douleur, mais surtout à vivre avec elle. En raison du manque d’efficacité des 
médicaments actuels ainsi que des effets secondaires importants qu’ils engendrent, il est de 
grande nécessité de développer de nouveaux agents thérapeutiques pour la douleur. 
Plusieurs évidences montrent que l’utilisation de la thérapie génique pourrait être bénéfique 
à la fois pour traiter efficacement la douleur, mais aussi pour contourner les effets 
indésirables liés aux traitements actuels
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Un non-opiacé combiné ou non à un adjuvant 
(Ex. acétaminophène)
2. Douleur persistante ou croissante
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Figure 10 : Gestion de la douleur par une approche en palier suggérée par 
l'Organisation Mondiale de la Santé
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ARN interfèrent :
Outil de recherche & Stratégie thérapeutique
Le terme ARNi réfère au processus naturel par lequel l’introduction d ’une molécule ARN 
double brin dans une cellule inhibe l’expression des gènes. Ce mécanisme a été découvert 
chez les plantes en 1998 par les chercheurs Craig Mello et Andrew Fire (Fire et al., 1998). 
En 2001, son existence a été montrée chez les mammifères par le chercheur Sayda M. 
Elbashir (Elbashir et al., 2001). Cette découverte a mené à définir une nouvelle famille de 
petit ARN de 20 à 30 nucléotides de long dont les micro-RNA (miRNA) et les smaîl 
interfering RNA (siRNA), molécules hautement conservées retrouvées dans tous les 
eucaryotes ainsi que les small hairpin RNAi (shRNA), brin d’ARN introduit dans les 
cellules par les virus (Meister et Tuschl, 2004). Les principales propriétés de l’ARNi sont 
sa spécificité et son efficacité. C’est pour ces caractéristiques que l’ARNi est devenue une 
méthode de choix pour étudier la génétique cellulaire chez les mammifères, mais aussi 
comme approches thérapeutiques potentielles.
1.15. Utilisation en recherche
L’ARNi est une technologie très puissante utilisée pour manipuler l’expression génique des 
cellules de mammifères, élucider les voies de signalisation et identifier la fonction de 
certains gènes du génome humain. L’interférence des molécules d ’ARNi synthétiques est 
très efficace. En fait, elle peut inhiber plus de 90% de l’expression d ’un gène (Song et al., 
2003b; Kim et al., 2005). La transfection des ARN double brin (dsRNA) dans des cellules à 
division rapide a un effet maximal de 2 à 3 jours post-transfection et son effet d ’inhibition 
sur l’expression des gènes peut durer jusqu'à une semaine. Par contre, l’action des dsRNA
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peut persister plusieurs semaines dans les cellules différenciées et les cellules qui ne se 
divisent pas comme les macrophages et les neurones (Song et al., 2003a; Omi et al., 2004; 
Dore-Savard et al., 2008).
En douleur, l’ARNi est un outil de recherche indispensable pour valider des cibles pour 
lesquelles aucun antagoniste sélectif n ’est disponible. C’est le cas par exemple des canaux 
ioniques P2 X3, TRJPV1, Asic3, et NaV1.8 (Julius et Basbaum, 2001; Hemmings-Mieszczak 
et al., 2003; Christoph et al., 2006; Sah, 2006; Deval et al., 2008). Il en est de même pour 
certains RCPGs dont le récepteur opioïdergique DOR, le récepteur neurotensinergique 
NTS2 et le récepteur aux prostaglandines EP4 (Luo et al., 2005; Lin et al., 2006; Dore- 
Savard et al., 2008)
1.16. Avenir dans le traitem ent thérapeutique
Les compagnies pharmaceutiques et biotechnologiques s’intéressent de près au 
développement de drogues antisens. En effet, l’hybridation d ’une séquence d ’acide 
nucléique est très sélective lorsque le degré d ’hybridation partielle est contrôlé. Ce degré de 
sélectivité est difficilement atteignable avec des antagonistes ou des inhibiteurs standards. 
À titre d ’exemple, développer des molécules d ’ARNi pour cibler le canal sodique Nav1.8 
pourrait être bénéfique dans le traitement de la douleur neuropathique. Le canal Nav est 
exprimé sous neuf isoformes avec un niveau d ’homologie élevé. L’isoforme Nav1.8 est 
exprimé principalement par les neurones sensitifs. Il est montré que l’administration de la 
lidocaïne, un bloqueur à canaux sodiques non sélectifs est efficace dans le traitement de la 
douleur neuropathique. Par contre, dû à son manque de sélectivité, ce traitement induit 
plusieurs effets secondaires majeurs dont la confusion, la vision trouble, le changement 
d'humeur et la bradycardie. Cibler sélectivement l’isoforme Nav1.8 permettrait de réduire 
les effets secondaires induits.
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C ’est en 1998 que le premier médicament issu de la technologie de l’ARNi a reçu son 
approbation pour sa commercialisation auprès des autorités réglementaires. Développé 
conjointement avec Isis Pharmaceuticals et Novartis, ce composé est destiné au traitement 
du cytomégalovirus (Grillone et Lanz, 2001; Group, 2002). Aujourd’hui, plus de 89 études 
cliniques sont en cours pour le développement des drogues antisens (clinicaltrial.gov). 
Parce que tout type cellulaire contient la machinerie nécessaire pour l’ARNi, et que tous les 
gènes peuvent être ciblés, les applications possibles de l’ARNi pour la médecine sont en 
principe illimitées. Par contre en pratique, il y a encore place à l ’amélioration de la 
technologie actuelle. En effet, le niveau de distribution, la stabilité des duplex dans le 
sérum et les paramètres de toxicité demeurent encore des limitations. D ’autres avantages de 
cette technologie qui la rend intéressante à développer sont sa facilité de synthèse, leur 
faible coût de production (comparativement à la fabrication d’anticorps ou de protéine 
recombinante) et leur stabilité chimique sous forme lyophilisée favorisant un stockage à 
long terme. Plusieurs applications sont actuellement à l’étude telle que la dégénération 
rétienne, les troubles cutanés, les maladies respiratoires, les infections virales, le cancer et 
les maladies métaboliques. Le tableau ci-dessous (Tab.2) énumère quelques thérapies à 
base des siRNA en développement clinique.




Drogue Indication Cible Promoteur Status
Désordre TD101 Pachyonychie K ératine Pachyonychia Phase 1
oculaire congénitale 6A N 171K  muté Congénital Project Com plétée
QP1-1007 NOIA C aspase 2 Quark Pharm., Inc. Phase 1 
Active
A G N 211745 Dégénérescence 
m aculaire (DMLA)




PF655 Œ dèm e diabétique 
m aculaire
RTP801 Quark Pharm ., Inc. Phase I/IIa 
Com plétée
SYL.040012 G laucom e Récepteur 
adrénergique fi2
Sylentis Phase 1 
Active
SYL040012 Hypertension oculaire R écepteur 
adrénergique (32
Sylentis Phase II 
Active
Bevasiranib Œ dème diabétique 
m aculaire




VEGF O pko H ealth, Inc. Phase II 
Com plétée
Cancer ALN-PLK1 Tumeur hépatique PLK1 Alnyam Inc Phase I 
Active






BCL-2 Santaris Pharm Phase 1/11 
Com plétée
Atu027 Tum eur solide 
m étastatique










Greffe rénale, fonction 
retardée














Hépatite C m lR-122 Santaris Pharm Phase 11 
Active
ALN-RSV01 V SR chez les greffés 
pulm onaires
N -protein VSR Alnylam Pharm. Phase Ilb 
Active
Tableau 2 : Études cliniques des siRNA
ApoB : A polipoprotéine B, BCL-2 : Cellule-B C L L / lym phom e 2, D M LA  : D égénérescence 
maculaire liée à l’âge, LD L : lipoprotéine à faible densité, familiale N O IA  : N europath ie  du 
n e rf  optique ischém ique antérieure, P K N 3 : Protéine kinase N 3, PLK1 : Polo-like kinase 1, 
RRM2 : ribonucléoside-diphosphate reductase sous-unité M 2, RTP801 aussi connue sous 
D D IT 4  : D N A -dam age inducible transcript4 protein, V E G F  : vascular endothélial grow th 
factor, VSR : virus syncytial respiratoire. Ce tableau a été adapté selon la source (Davidson, 
#488) et www•.clinicaltrials.gov.
























Figure 11 : La voie de l’ARNi chez les mammifères
(1) La biogenèse des m iRNA. D ans le noyau, les pri-m iRN A sont transcrits par TARN 
polymérase puis clivés par D rosha en précurseur de 70 nucléotides nom m é pre-m iRN A . Ils 
sont ensuite acheminés dans le cytoplasme sous le contrôle de Exportin-5. Ces transcrits sont 
alors transform és en m iR N A  par l’action de D icer et introduits dans le com plexe RISC. (2) Les 
siRNA sont de petites m olécules qui m im ent le substrat de Dicer. Ils partagent la voie des 
m iRNA en entrant directem ent dans le complexe RISC. (3) E n raison de leur taille, les 
D siRN A  bénéficient de l’interaction avec D icer pour faciliter leur entrée dans le complexe 
RISC. La form ation de ce com plexe est le po in t convergeant de la voie endogène et des voies 
exogènes. U n des deux brins d’A R N  nom m é le brin passager est clivé et relâché du complexe 
alors que le brin guide, le brin conservé, est incorporé dans A G 0 2 . Par hybridation, le brin 
guide inséré dans le complexe activé reconnaît l’A R N m  cible par hybridation et est dégradé par 
l’activité catalytique de A G 0 2 . Figure adaptée du chapitre (Sarret et al., 2011).
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1.17. Technologie des DsiRNA
Les DsiRNA sont une seconde génération de siRNA développée dans le but de contourner 
certains désavantages rencontrés avec les siRNA standards. Tout comme les siRNA, ces 
duplex empruntent la voie de l’ARNi pour moduler l’expression génique. Ils ont une 
structure asymétrique formée d’un brin sens de 25 nucléotides et d ’un brin antisens de 27 
nucléotides (Rose et al., 2005). Le principal avantage de ses duplex réside dans la longueur 
du brin anti-sens, 27 nucléotides de long plutôt que 21 nucléotides pour les siRNA. C ’est 
cette longueur qui permet aux DsiRNA d ’être 10 fois plus puissant que les siRNA, de 
réduire les OTEs et de cibler certains gènes qui ne peuvent être ciblé avec les siRNA (Kubo 
et al., 2007; Hefner et al., 2008). En bref, les DsiRNA sont plus efficaces et sécuritaires que 
les siRNA. Les sections qui suivent font un survol de leur mécanisme d’action, de leur 
toxicité et des stratégies à adopter pour le design de cette technologie.
1.17.1. Mécanisme d’action
Le mécanisme d ’action des DsiRNA se situe dans le cytoplasme cellulaire, à l’endroit où 
l’on retrouve la machinerie endogène de l’ARNi. Il peut se résumer en trois grandes étapes 
A) le clivage des DsiRNA en siRNA par l’enzyme Dicer, B) l’incorporation des siRNA 
dans le complexe RISC et C) la dégradation de l’ARNm cible. Le volet suivant explique en 
détail le mécanisme des miRNA, des siRNA et des DsiRNA ainsi que leur point de 
convergence dans la voie de l’ARNi.
1.17.1.1. Voies exogènes
Les dsRNA non chimiquement modifiés ne peuvent diffuser à travers la membrane 
plasmique à cause de leur haut poids moléculaire (-14  kDa) et leur nature polyanionique 
élevée. Par conséquent, les dsRNA synthétiques requièrent une méthode de transfection
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afin de parvenir au cytoplasme cellulaire (Whitehead et al., 2009). Les agents de 
transfections disponibles commercialement seront abordés dans la section 1.17.3. Ce qui 
guide la dégradation de l’ARNm est la séquence d ’ARN des molécules dsRNA. C’est 
pourquoi le design de ces molécules doit être stratégique afin d’éviter une reconnaissance 
indésirable par hybridation partielle avec un ARNm non ciblé (section 1.17.5.). La première 
étape est le clivage des DsiRNA par une endoribonucléase nommé Dicer en molécule 
double brin de 21 nucléotides (siRNA) (Fig. 11). Cette protéine de 200kDa appartient à la 
famille enzymatique de RNAIII. Elle possède un domaine PAZ qui lui permet de 
reconnaître l’extrémité 3’ des dsRNA dénudés de molécules d’ADN et deux domaines 
endonucléases (RNAIIIa et RNAIIIb). La présence d ’une hélice-a entre le domaine PAZ et 
les régions catalytiques joue le rôle de règle moléculaire essentiel au clivage d ’une 
longueur précise de 21 nucléotides. Par la suite, les siRNA générés intègrent le complexe 
RISC. En fonction des espèces, plusieurs protéines ont été identifiées dans ce complexe, 
mais très peu ont été bien caractérisées. Les composantes primaires de RISC sont les 
protéines Dicer et Argonaute. Il existe chez les mammifères quatre isoformes d ’Argonaute 
(AGOl-4). Seul A G 02 possède une activité catalytique capable de dégrader l ’ARNm. 
Agol,3,4 ont pour action d’immobiliser l’ARNm afin d ’empêcher sa traduction sans 
toutefois le dégrader. Chez les mammifères, il y a également la protéine TRBP qui intègre 
le complexe RISC et qui joue un rôle de stabilisation des duplex d ’ARN. Au cours de 
l’assemblage de RISC, un des deux brins nommés le brin guide est inséré dans A G 02 alors 
que le brin rejeté, le brin passager est libéré du complexe. Le brin choisi inséré dans le 
complexe répond à la loi de la thermodynamie. Dans le cas des siRNA asymétriques, le 
brin le moins stable est défini pour être le brin guide. Par contre, les siRNA symétriques, 
possédant des extrémités de stabilité égale, ont la même probabilité d ’incorporer le 
complexe. A G 02 est une protéine de 100 kDa à multiples domaines. Elle est formée d’un 
domaine PAZ et PIWI. Le clivage de l’ARNm cible est réalisé par le domaine PIWI qui a 
une grande homologie pour les endonucléases, RNAse de type H. Cette classe d’enzyme 
coupe les brins d ’ARN en segment de 10 nucléotides à partir de l’extrémité 5 ’. Par 
hybridation, le brin d ’ARN présent dans le complexe RISC reconnaît sélectivement 
l’ARNm cible puis A G 02 procède à son clivage. L’ARNm déstabilisé se fait ensuite 
dégradé par des nucléases présentes dans le cytoplasme cellulaire. Contrairement au
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DsiRNA, les siRNA synthétiques miment le produit de Dicer et entrent dans la voie de 
l’ARNi directement par le complexe RISC. Cette différence dans la première étape d ’entrée 
du mécanisme de l’ARNi endogène affecte la puissance de ces duplex. En effet, des études 
montrent que les DsiRNA sont 10 fois plus puissants que les siRNA à la même dose. Cette 
observation est expliquée par la pré-association des DsiRNA avec Dicer qui a pour rôle de 
faciliter leur intégration dans le complexe RISC (Kim et al., 2005; Rose et al., 2005).
1.17.1.2. Voie endogène
Les miRNA ont un rôle physiologique important dans la régulation post-transcriptionnelle 
des gènes. Plus de 250 miRNA ont été identifiés dans le code du génome humain (Lim et 
al., 2003). Les miRNA sont d’abords transcrits en longs précurseurs d ’ARN (pri-miRNA) 
qui contiennent dans leur structure de 80 nucléotides, des loupes. Les pri-miRNA sont par 
la suite clivés dans le noyau par l’enzyme Drosha en pré-miRNA, des précurseurs de 70 
nucléotides. Puis, ils sont exportés du noyau par une protéine de transport LExportin-5. 
Dans le cytoplasme, l ’enzyme Dicer produit les miRNA matures prêts à être incorporés 
dans le complexe RISC. Cette étape est le point convergeant de tous les types d ’ARNi. Par 
ce fait même, les dsRNA exogènes peuvent entrer en compétition avec la voie endogène 
s’ils sont administrés en trop grande quantité (Grimm et al., 2006). Plusieurs effets 
indésirables imprévisibles peuvent alors être remarqués.
1.17.2. Effets indésirables cellulaires
L’introduction d ’acides nucléiques synthétiques in vitro et in vivo peut être reconnue 
comme des molécules étrangères et activer le système immunitaire. Une stimulation 
immune constitue l’effet hors cible la plus importante qui contribue à changer 
dramatiquement les résultats d ’une expérience et même causer la mort cellulaire. 
L’activation du mécanisme de défense antiviral implique la protéine kinase R (PKR) 
capable de dégrader les molécules d ’ARN et les toll-like receptor (TLR; TLR3, TLR7 et
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TLR8) (Kariko et al., 2005). Les TLRs sont localisés à la surface cellulaire et dans les 
endosomes. La libération des dsRNA à Laide d ’agents de transfection tels que des lipides 
cationiques ou des liposomes expose les duplex à la fois aux compartiments 
cytoplasmiques et endosomaux, ce qui maximise le risque d ’activer les TLRs. La 
transduction du signal cellulaire de ces récepteurs implique l’activation de NFkB, des 
MAPK (mitogen-activated protein kinase), de IRF (interferon regulatory factor) et conduit 
à une réponse caractéristique de l’interféron de type I. Une stratégie visant à prévenir les 
réactions immunes est nécessaire, surtout pour une application in vivo, où tous les types 
cellulaires sont présents et le risque de générer une réponse immunitaire est élevé. Bien que 
certains motifs de séquences soient nettement plus immunogènes que d ’autres (UGUGU et 
GUCCUUCAA), les récepteurs du système immunitaire inné reconnaissent aussi la 
présence ou l’absence de modifications sur certaines bases qui sont plus communément 
retrouvées dans les ARN des mammifères que dans les ARN des procaryotes (Peek, 2007). 
Par exemple, les modifications telles que la pseudoridine, le N6-methyl-A et le 2’-0 - 
methyl sont reconnues par l’organisme comme des molécules du soi et leur ajout dans une 
séquence d ’ARN synthétique contribue à contourner la détection immune (Kariko et al., 
2005).
Un second effet secondaire souvent observé est la régulation de gènes non ciblés. En effet, 
des analyses de microarray ont montré que les siRNA peuvent avoir des effets hors cibles 
en faisant taire des gènes indésirables (Gupta et al., 2004). Bien que la séquence des 
dsRNA a été stratégiquement désignée pour reconnaître un seul ARNm, une hybridation 
partielle suffit parfois pour diminuer l’expression génique de d'autres gènes. Une méthode 
utilisée pour prévenir ces OTEs, est de cibler le même gène avec plusieurs dsRNA ayant 
des séquences différentes et d’évaluer la régulation d ’une large gamme de gènes.
Un troisième effet secondaire qui est moins couramment documenté est la perturbation des 
voies endogènes de l’ARNi. En effet, à une concentration donnée, il y a une compétition 
directe entre les miRNA et les molécules exogènes dsRNA qui s’installe avec la machinerie 
de l’ARNi dont Dicer et les autres composantes du complexe RISC. Parce que les miRNA 
sont des molécules régulatrices endogènes, leur altération peut contribuer par exemple, à
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une croissance cellulaire anormale et affecter la survie cellulaire. Une méthode pour éviter 
la saturation de la machinerie de l’ARNi est d’utiliser la plus petite dose efficace des 
dsRNA. De par leur puissance, les DsiRNA sont un outil de choix pour prévenir cet OTE.
1. Liaison aux protéoglycanes 
de surface cellulaire







DsiRNA 5. Interférence de
l’ARNm ciblé
4. Bris du macropinosome et u
libération de son contenu 0 o 0
o 0
Figure 12 : Mécanisme de pénétration cellulaire de l’agent peptidique transductin
1.17.3. Agents de transfection
La libération des dsRNA au tissu cible demeure un obstacle majeur pour la thérapie à base 
de l’ARNi. Comme énoncé à la section 1.17.1.1., les dsRNA ne peuvent pénétrer la 
membrane plasmique en raison de leur poids moléculaire et de leur caractère polyanionique 
élevé. Certaine modifications chimiques ajoutées au dsRNA comme le système LNA, et 
l’ajout d ’une molécule de cholestérol sont des stratégies qui permettent la pénétration des 
dsRNA au cytoplasme cellulaire. Autrement, les dsRNA doivent être complexés à un 
vecteur de transfection. Il y a deux grandes classes de vecteur; les vecteurs viraux et non 
viraux. Les vecteurs non viraux ont plusieurs avantages par rapport aux systèmes viraux. Ils 
sont peu immunogènes, ce qui autorise une administration répétée, ils n’ont pas de limite 
théorique quant à la taille de la séquence à transfecter et peuvent être produits à partir de
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composantes définies. Parmi les vecteurs synthétiques, les lipides cationiques et les 
liposomes sont les agents de libération les plus utilisés en recherche (Whitehead et al., 
2009). Bien que ces agents soient efficaces dans la plupart des lignées cellulaires, ils 
peuvent être toxiques à des concentrations élevées ou induire une réponse immune chez 
certains types cellulaires (Lv et al., 2006). Les agents peptidiques sont une nouvelle classe 
d ’agents de transfection très intéressant en raison de leur capacité d ’initier la capture 
cellulaire de macromolécules comme les dsRNA. Leurs avantages résident dans leur 
capacité de transfecter une panoplie de types cellulaires incluant les neurones, reconnus 
pour être difficile à transfecter (Eguchi et al., 2009). Aussi, les agents peptidiques ont un 
haut niveau d’efficacité de transfection et une faible cytotoxicité (Gump et Dowdy, 2007; 
Eguchi et Dowdy, 2009). Ces petits peptides sont constitués de plusieurs Peptide 
Transduction Domains (PTD) suivis d’un domaine capable de lier les dsRNA nommée 
Double Stranded RNA Binding Domain (DRBD). Lorsque ces peptides se complexent aux 
dsRNA, le domaine PTD se lie aux glycosaminoglycans présents à la surface cellulaire. Par 
le mécanisme de macropinocytose, les complexes pénètrent dans le cytoplasme. 
Emprisonnée dans des macropinosomes, le milieu interne s’acidifie faisant dissocier le 
complexe. Les macropinosomes se rompent et libèrent alors les dsRNA (Fig. 12). Cette 
classe d ’agents de transfection est une avenue très intéressante pour cibler des cibles 
cellulaires dans le CNS.
1.17.4. Utilisation des DsiRNA in vivo
L’utilisation des DsiRNA in vivo présente un grand potentiel à la fois comme outil de 
recherche et comme agent thérapeutique. Plusieurs considérations doivent être discutées 
avant d ’entreprendre son utilisation dans les études in vivo: la séquence, les modifications 
chimiques, le choix du site d'action, la voie d ’administration, l’agent de transfection et les 
contrôles. La section suivante discute des étapes à suivre pour le design des DsiRNA.
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1.17.5. Localisation sur le brin d’ARNm
Au niveau de la localisation d’hybridation des DsiRNA sur le brin ARNm, il y a deux 
remarques importantes à prendre en compte. Premièrement, la séquence de reconnaissance 
doit se situer sur un intron. Les DsiRNA pourront alors exercer leurs effets sur toute la 
population d ’ARNm du gène cible, qu’il soit à l’état immature ou mature. Également, il 
faut tenir compte du polymorphisme nucléotidique responsable de créer différents variants 
pour un même gène. Si l’on veut cibler l’ensemble des isoformes du gène cible, le DsiRNA 
doit être designer pour qu’il reconnaisse une portion commune de l’ARNm. Par ce fait 
même, il est aussi possible d’être très sélectif et de discriminer certains variants en 
positionnant le DsiRNA sur une région polymorphique.
1.17.6. Stabilité thermodynamique
Les propriétés thermodynamiques des DsiRNA ont une grande influence sur leur puissance 
d’interférence, principalement sur des facteurs liés au chargement du complexe RISC 
(Peek, 2007). En effet, c ’est la loi de la thermodynamie qui détermine le choix du brin qui 
s’insère dans le complexe RISC. Puisqu’il est plus facile de débrider le duplex à partir du 
brin qui est le moins thermodynamiquement stable, c ’est ce brin qui incorpore le complexe. 
Idéalement, le brin guide à une petite température de dénaturation (Tm) et une faible 
stabilité en 5 ’, c’est-à-dire une forte présence des nucléotides A/U. Par contre, le brin 
passager doit avoir les propriétés contraires, un Tm élevé et une région riche en G/C en 5’ 
pour une grande stabilité. Une thermodynamie asymétrique est une propriété fondamentale 
présente naturellement dans les microRNA (Aza-Blanc et al., 2003). Il est possible de 
manipuler les propriétés thermodynamiques en introduisant une petite séquence discordante 
afin d’abaisser ou d'élever le Tm des DsiRNA. Dans ce cas, les bases non-complémentaires 
devraient être introduites à l’extrémité 3’ du brin guide pour diminuer la stabilité en 5’ du 
brin passager.
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En générale, les DsiRNA doivent avoir une faible composition des bases G/C (30 à 50%) 
pour éviter la formation de structures secondaires intramoléculaires. La présence de ces 
structures dans le brin guide peuvent perturber la formation du complexe RISC et/ou 
affecter l’habilité du brin guide à bien s’hybrider avec les bases complémentaires de 
l’ARNm cible (Peek, 2007).
1.17.7. Spécificité de la séquence
La spécificité des composées est essentielle pour toute expérience génomique impliquant 
l’ARNi. Pour obtenir une bonne spécificité, certaines caractéristiques dans la séquence du 
brin guide doivent être évitées dont une séquence homopolymériques (une suite de quatre 
ou plus de nucléotides identiques) et un segment de plus de neuf bases G/C. Aussi, en 
raison de la grande spécificité de l’appariement des bases d’acide nucléique, un seul 
mésappariement dans une séquence de 19 bases peut empêcher la formation du complexe 
DsiRNA-ARNm. Dans d ’autres cas, une hybridation croisée peut se produire, c ’est-à-dire 
une hybridation partielle avec un ARNm non ciblé. C ’est pourquoi il est important de 
cribler tous les candidats de DsiRNA pour l’homologie à d ’autres gènes et exclurent ceux 
qui possèdent une complémentarité significative.
1.17.8. M odifications chimiques
Bien que l’ARN double brin soit plus résistant aux attaques nucléasiques que les l’ARN 
simple brin, les duplex d’ARN non chimiquement modifiés sont rapidement dégradés dans 
le sérum. Une large variété de modifications chimiques ajoutées aux bases peuvent 
contribuer à augmenter la stabilité des duplex, leur temps de demi-vie et réduire leur 
toxicité (Behlke, 2006). Toutefois, certaines modifications peuvent aussi abaisser 
l’efficacité des duplex. C’est pourquoi il est requis de tester l’efficacité des duplex in vitro 
après l’ajout des modifications.
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Une première classe de modification chimique contribuant à augmenter la stabilité des 
duplex est de modifier le lien phosphate intemucléotidique. Le boranophosphate et le 
phosphorothioate en sont deux exemples. Bien que le boranophosphate soit plus efficace, 
ce groupement ne peut être ajouté au brin d ’ARN par une méthode de manufacture de 
synthèse chimique standard. Il doit être incorporé par une synthèse enzymatique 
particulière, ce qui limite le placement spécifique de ce groupe sur le duplex (Hall et al., 
2004). Par contre, le groupe phosphorothioate peut facilement être incorporé au duplex à la 
position désirée. Il prolonge le temps de demi-vie des duplex dans le sérum, une source 
riche en nucléases. Cependant, son ajout excessif peut diminuer la puissance des duplex et 
augmenter leur toxicité (Amarzguioui et al., 2003; Braasch et al., 2003). Il peut aussi causer 
des artefacts en liant des protéines non spécifiques (Krieg et Stein, 1995). Pour cette raison, 
il est préférable de limiter l’ajout de ce groupement à l’extrémité 3’ saillante où l’attaque 
des nucléases est la plus importante. Une seconde méthode est la modification en position 
2 ’ du ribose. La méthylation (2’-OMe) des bases de l’ARN est une transformation qui se 
produit naturellement dans les cellules des mammifères. Elle sert essentiellement à 
augmenter la résistance des brins ARN aux attaques nucléasiques et à empêcher la 
reconnaissance des molécules d'ARN endogènes par les TLRs. L’ajout de cette 
modification aux dsRNA synthétiques augmente à la fois le Tm et la stabilité des duplex 
dans le sérum. Par contre, des rapports montrent que méthyler entièrement un brin inactive 
les dsRNA synthétiques (Czaudema et al., 2003). C’est pourquoi un m otif précis de 
méthylation doit être tester pour ne pas affecter l’efficacité des duplex (Amarzguioui et al., 
2003). Enfin, l’ajout de base d’ADN à l’extrémité 3 ’ du brin sens est une troisième stratégie 
qui augmente à la fois la stabilité et la sélectivité des duplex. En effet, ces bases aident à 
orienter le domaine PAZ de l’enzyme Dicer à l’extrémité 3’ du brin anti-sens.
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Objectifs du projet de recherche
L ’ARN interfèrent est un outil de recherche performant pour valider les cibles 
thérapeutiques potentiels. En raison de sa sélectivité, il représente aussi une nouvelle 
méthode thérapeutique très intéressante qui est présentement à l’étude en phase clinique. 
Contrairement aux siRNA (dsRNA de 21 nucléotides), les DsiRNA avec une longueur de 
27 nucléotides sont plus efficaces et sécuritaires. Cette technologie semble prometteuse 
pour traiter les troubles du système nerveux central. Notons que les médicaments actuels 
sur le marché ne permettent pas aux praticiens une gestion de la douleur efficace chez les 
patients. Par conséquent, l’évaluation de cibles thérapeutiques alternatives doit être 
investiguées. Plusieurs études ont mis en évidence l’implication de la chimiokine CCL2 et 
de son récepteur CCR2 dans le développement et la chronicisation de la douleur. Au 
laboratoire, nous croyons que l’utilisation des DsiRNA pour inhiber l’expression de cette 
cible contribuerait à bloquer le développement de cette condition.
Les objectifs de ce projet de maîtrise était de :
1. Évaluer le potentiel des DsiRNA, une technologie d ’ARN interfèrent, à invalider le 
gène du récepteur chimiokinergique CCR2 dans le système nerveux central.
2. Évaluer par des études de comportement animal la capacité des DsiRNA à prévenir 
l’allodynie induite par l’administration intrathécale de CCL2 exogène.





Les DsiRNA ont été synthétisés par la compagnie IDT (Integrated DNA Technologies, 
Coraville, IA, USA). L‘identité de chaque duplex a été validée par spectrométrie de masse 
avec ionisation par électrospray (ESI-MS). La valeur prédite de masse est de ± 0,02 %. La 
purification s’est faite par chromatographie liquide à haute performance (HPLC). Le niveau 
de pureté des composés est supérieur à 90 %. À la fin du procédé de synthèse, les duplex 
ont été préparés sous la forme de sel de sodium. Le tableau 3 montre la séquence de chaque 
candidat ainsi que le nombre et le positionnement des groupements méthyles.
Transfection des DsiRNA in vitro et Tanalyse par PCR quantitatif
La lignée cellulaire HEK293 stable qui exprime stablement le récepteur CCR2 de rat 
(rCCR2) a été mise en culture (1.3X105 cellules) dans des plaques de 48 puits (milieu de 
culture utilisé: F I2 supplémenté de 10%  (V/V) en sérum fœtal bovin,
pénicilline/streptomycine et 0,25 mg/L de G418). À une confluence de 40-50 %, les 
cellules ont été transfectées par les DsiRNA CCR2 (0,1; 1; 10 nM) ou par le contrôle 
négatif (NC1, 10 nM) formulés avec 1UL de RNAiMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA). 
Chaque condition de transfection s’est faite en triplicata. Après 24 h de transfection, l’ARN 
total a été extrait à l ’aide du système d ’isolation SV96 total RNA (Promega, Madison, WI). 
La transcription inverse a été effectuée avec 150 ng d ’ARN et 20U d ’enzyme SuperScript 
II (Invitrogen, Carlsbad, CA). La PCR quantitative a été réalisée en triplicata à partir de 
chaque extrait d ’ADNc mélangé à du Light Cycler 480 probe Master mix sur l’appareil 
Light Cycler 480 (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Le niveau d ’expression de 
CCR2 a été analysé par quantification absolue et normalisée à partir du gène rapporteur Rn 
Ode. Le niveau maximal d ’expression de l’ARNm rCCR2 a été fixé à 100 % en fonction du 
niveau d’expression obtenu par le contrôle négatif NC1. La séquence des amorces utilisées 
est présentée dans le tableau 4.
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DsiRNA CCR2 Séquences nucléotidiques
Contrôle 5’ pGGCGCGUAUAGUCGCGCGUAUAgtc
3’ CUCCGCGCAUAUCAGCGCGCAUAUCAG
Contrôle Evader 5’ pGGCGCGUAUAGUCGCGCGUAUAgtc
3 ’ CUCCGCGCAUAUCAGCGCGCAUAUCAG










589 5’ pG A AGAUG AU C AGC AU ACUUGUGGcc
3’ UUCUUCUACUAGUCGUAUGAACACCGG


















Tableau 3 : Séquences nucléotidiques des brins sens et anti-sens des DsiRNA CCR2
Les com posés on t été conçus pour reconnaître spécifiquem ent l’A R N m  du récepteur CCR2 
chez le rattus norvégiens. Le num éro des duplex indique la localisation précise sur l’A R N m  de 
CCR2 que ciblent les DsiRN A. Les lettres en gras et soulignées désignent l’ajout d’un 
groupem ent méthyle (2-OMe) sur le résidu. Les minuscules sont des résidus 
désoxyribonucléiques. Le p désigne une phosphorylation sur le résidu d ’acide nucléique.
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Nom Brin sens Brin anti - sens
HPRT
- Rn H PRT C G A G A T G T C A T G A A G G A G A T G G G TA A TC C  A G C  A G G T C  AG C A A A G
- Rn H PRT FAM FA M /A T C A C A T T G T G G C C C T C T G T G T G C T G A A /3IA B kF Q
- Rn H PRT M A X M A X N /A T C A C A T T G T G G C C C T C T G T G T G C T G A A /jlA B k F Q
Ode
-  R rO d c TG A C A T T G G T G G T G G C T T T C G C T C A G C T A T G A T T C T C A C T C C
- Rn O de FAM FA M /A C C A G T G T A A T C A A C C C A G C T C T G G A C A /3IA B L F Q
- Rn O de M A X M A X N /A C C A G T G T A A T C A A C C C A G C T C T G G A C A /3IA B k F Q
CCR2
- Rn C C R 2 G C TG TG  AG G C TC  A  TC IT T CC AC  AC A G  TT AC  TC A  n  CGC
- Rn C C R 2 FAM F A M /T T C T C T T C C T G A C C A C C T T C C A G G A A /31A B L F Q
- Rn C C R 2 M AX M A X N /T T C T C rrC C T G A C C A C C T T C C A G G A A /3 IA B k F Q
CCL2
- Rn CC L2 C T TC TG G G CC TG TTG  TTC TC TC TC T C T TG A G C TT G G T
- Rn C C L2 FAM F A M T G T C T C A G C C A G A T G C A G T T A A T G C C /3IA B L F Q
-  Rn C C L 2 M A X 5M A X N T G T C T C A G C C A G A T G C A G T T A A T G C C /31A B k F Q
Tableau 4 : Amorces utilisées pour les études de qPCR 
Animaux
Les rats Sprague-Dawley mâles (200-225 g, Charles River Laboratories, St-Constant, 
Québec, Canada) ont été hébergés 3 par cage sous un cycle lumière/noirceur de 12 heures 
(période lumineuse débutant à 6 a.m.). La nourriture et l’eau ont été mises à la disposition 
de l’animal ad libitum. Les expériences comportementales ont été réalisées entre 8 a.m. et 4 
p.m. Les procédures expérimentales des animaux ont été approuvées par le comité éthique 
des soins animaux de l’Université de Sherbrooke et conforme à la réglementation du 
Conseil canadien de la protection des animaux (CCPA). Les rats ont été acclimatés 4 jours 
à l’animalerie et 3 jours pour les dispositifs des études comportementales.
Administration intrathécale des DsiRNA in vivo
Le jour de l’expérience, les DsiRNA (5 pg) resuspendus dans du PBS (pH 7,4) stérile ont 
été complexés à l ’agent de transfection peptidique (Transductin, 75 pg, Integrated DNA 
Technologies, IA, Etats-Unis) pour un ratio molaire de 1 :15. Les solutions ont ensuite été
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complétées avec de la saline (0,9 %) pour un volume final de 15 ul. Les solutions ont été 
mises sur glace 40 min avant 1’injection pour favoriser la complexion. Sous anesthésie (2% 
d’isoflurane), les rats ont reçu deux injections i.t. dans l’espace intrathécal de la vertèbre L5 
et L6 au J-2 et au J - l . Au J0, les rats ont reçu lug de CCL2 (Peprotech Inc, Rocky Hill, NJ, 
Etats-Unis) par voie i.t. pour induire une douleur aiguë.
 von Frey______________________
A c c l im a ta t io n ---------------------------------------------------------------------------
J-2 J-1 JO J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7
DsiRNA i.t. CCL2 i.t.
Prélèvement Prélèvement
des tissus des tissus
Figure 13 : Protocole d'essai in vivo des DsiRNA dans un modèle de douleur aiguë
Le schém a ci-dessus illustre le protocole d ’adm inistration des DsiRN A  ainsi que du suivi de la 
nociception des animaux. Ce m odèle de douleur aiguë est induit par l’injection i.t. de CCL2. 
Les animaux sont acclimatés trois jours à l’appareillage du test de von Frey. Le prélèvem ent des 
tissus com prend la récolte des D R G  (L4-L6) ainsi que la moelle épinière dorsale.
Suivi de la nociception
L’allodynie mécanique a été évaluée en utilisant un esthésiomètre dynamique plantaire 
(Ugo Basile, Stoelting, IL, USA), une version automatique du poil de von Frey. Les 
animaux ont été placés dans des boîtes de plexiglas dont le fond est un grillage métallique. 
La surface plantaire de chaque patte arrière a été stimulée par un seul filament (0,5 mm de 
diamètre) de von Frey. Ce filament exerce une pression graduelle de 0 à 50 g (1-50 g) sur 
une période de 20 s (2,5 g/s). La force requise pour observer le retrait de la patte de 
l’animal a été mesurée. Quatre mesures par patte arrière ont été retenues alternativement. 
Un premier essai basai a été réalisé avant l’injection des DsiRNA afin de voir à ce que les 
duplex ne modifient pas la sensibilité mécanique de l’animal. Ensuite, un second essai basai 
a été fait le même jour avant l’administration de CCL2. Les rats sont ensuite été testés 1 h, 
2 h et 4 h suivant l ’injection de CCL2 puis une fois par jour pendant sept jours consécutifs.
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Détection des DsiRNA fluorescents in vivo
Les rats Sprague-Dawley ont reçu deux injections (T = 0 heure et t = 24 heures) par voie i.t. 
de DsiRNA NC1 couplé au Texas-red (5 pg) suivant le même protocole de préparation 
décrit précédemment. Pour la récolte des tissus, les animaux ont été anesthésiés 
profondément à l ’isoflurane 5% et une perfusion transaortique a été pratiquée avec une 
solution fraîchement préparée de paraformadehyde 4% dans un tampon de phosphate 0,1 
mol/1 de pH 7,4. Les DRG des vertèbres lombaires L4 à L6 ont rapidement été récupérés de 
l’animal et cryoprotégés dans un tampon de phosphate 0,1 mol/1 contenant 30% de sucrose 
jusqu’à son utilisation. Les tissus ont ensuite été sectionnés au cryostat (Leica CM1850) à 
une épaisseur de 20 pm. Les coupes ont été montées sur des lames SuperFrost Plus (VWR, 
Ontario, Canada) et fixées avec du Aqua Poly/Mount (PolyScience, Nile, IL). Les tissus on 
été analysés par microscopie confocale (Olympus BX61 équipé d ’un laser Olympus 
fluoview FV1000).
Analyse moléculaire in vivo
Les rats anesthésiés à l’isoflurane 5% ont subi une perfusion transaortique avec 40 ml de 
saline 0,9%. Les DRG des vertèbres lombaires L4 à L6 ont été prélevés 24 heures et 7 jours 
après la dernière injection puis gelés rapidement à l’azote liquide et conservé à -80°C. Pour 
les analyses de PCR quantitatives, l’ARN total des tissus a été extrait au Trizol suivant le 
protocole du manufacturier (Invitrogen). L’ARN total a été converti en ADNc en utilisant 
la transcriptase inverse 200U SuperScriptlI (Invitrogen) et des amorces pour la poly(A) 
(IDT). Une analyse par PCR à temps réel a été faite en triplicata sur l’appareil AB 7900HT 
(Applied Biosystem). Les résultats ont été analysés à l’aide du logiciel ABI SDS version
2.4. Les niveaux d’expressions des gènes CCR2 et CCL2 ont été normalisés à ceux de Ode 
et HPRT. L’efficacité des DsiRNA à réduire l’expression d ’ARNm a été comparée aux 
animaux ayant reçu le DsiRNA contrôle.
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Culture primaire de DRG
Les DRG ont été prélevés chez des rats sains ou traités au CFA (Complété Freund’s 
Adjuvant, Calbiochem, La Jolla, CA, USA). Le CFA a été supplémenté avec 7 mg/mL de 
mycobacterium butyricum  (Difco laboratories, Détroit, MI, USA) puis émulsionnée dans de 
la saline 0,9 % à un ratio de 1 : 1. Sous anesthésie, les rats ont reçu une injection de 100 pl 
par voie intra-plantaire de la préparation de CFA. Au jour opportun, les rats ont été 
décapités pour le prélèvement des DRG lombaires (L4-L6). Les tissus ont ensuite été 
incubés pendant 1 h 30 avec de la collagénase (1 mg/mL, Roche Diagnostics, Indianapolis, 
IN, USA) dans une solution de 0,6 % de glucose/PBS à 37°C. Par la suite, les tissus ont été 
incubés avec de la trypsine-EDTA (0,025 %, P/V, Gibco, Montréal, Québec, Canada). 
Pour arrêter la réaction enzymatique, du DMEM high glucose (Gibco, Montréal, Québec, 
Canada) a été ajouté au ratio de 10/1 du volume de l’enzyme utilisé. Les tissus ont été 
dissociés en solution cellulaire par trituration avec une pipette pasteur puis centrifugés (3 
min, 800 rpm, 21 °C). Les cellules ont été suspendues dans du milieu de culture DMEM 
high glucose avec un volume équivalent de HAM ’S /F 12 (Wisent inc, St-Bruno, Québec, 
Canada) et supplémenté avec 10 % en sérum fœtal bovin préalablement inactivé à la 
chaleur (Wisent inc, St-Bruno, Québec, Canada), 2 % de pénicilline / streptomycine 
(Gibco, Montréal, Québec, Canada) et de 50 ng/mL de facteur de croissance neuronal 
(NGF, Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA). Finalement, les cellules ont été mise en 
culture dans des pétris muni d ’une lamelle de verre (Mattek Corporation, Ashland, MA, 
USA) prétraitée à la laminine et à la poly-D-lysine (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA). 
Les cellules ont été maintenues en culture pendant 15 heures pour l’imagerie calcique à 
37°C dans un incubateur dont l’atmosphère est saturée en eau et contenant 5 % de CO2.
Imagerie calcique
La culture primaire de DRG a été exposée à 2 pM de Fura-2-AM (Invitrogen, Eugene, OR, 
USA) dans une solution de Tyrode (Sigma- Aldrich, St-Louis, MO, USA) [en nM : 12 
NaElC0 3 , 6 D-glucose and 10 HEPES] pendant 20 min dans la noirceur à température 
pièce. Les cellules ont ensuite été lavées deux fois avec 0,1 %  de sérum d ’albumine bovin 
(BSA, EM Science, Darmstadt, Allemagne) et incubées pendant 20 min dans le tampon de
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Tyrode pour déestérifier le Fura-2-AM. L’intensité du calcium a été mesurée à l’aide d’un 
microscope fluorescent Olympus et du logiciel Metafluor. Les cellules chargées de Fura-2- 
AM ont été sélectionnées individuellement. La réponse calcique a été mesurée par une 
alternance d ’excitation à une longueur d ’onde 334 nm et 380 nm à toutes les secondes. Le 
niveau intracellulaire de calcium a été exprimé en fluorescence relative [% AF/ Fo = [(Fs- 
F0)/Fo x 100 : Variation de fluorescence (AF), niveau de fluorescence basai (F0) et niveau 
de fluorescence après stimulation (Fs)]. Les cellules ont été stimulées au CCL2 (50 nM; 
Peprotech Inc, Rocky Hill, NJ, Etats-Unis) puis à l’ionomycine (1 pg, (Sigma-Aldrich, St- 
Louis, MO, USA)), utilisée comme contrôle positif. La réponse calcique au CCL2 a été 
bloquée par une préincubation (30 min) avec l’antagoniste du récepteur CCR2 INCB3344 
(100 nM, Pfizer, Pure Substance Program).
Analyses statistiques
Les données sont présentées sous la forme de moyenne ± erreur standard à la moyenne 
(SEM). Dans le cadre des expériences de PCR quantitative, le test de One-Way ANOVA 
suivi du test de Dunnett a été utilisé pour comparer l ’efficacité de l’interférence génique des 
DsiRNA CCR2 avec le contrôle témoin. Afin de comparer l’efficacité des duplex entre eux, 
un One-Way ANOVA suivi d ’un Bonferroni a été réalisé. L’effet de CCL2 en 
comportement a été analysé par un Two-way ANOVA avec un post-test Bonferroni. L ’effet 
anti-allodynique des duplex en comportement a été analysé à partir des aires sous la courbe 
(AUC) suivi d ’un One-Way ANOVA avec un Dunnett en post-test pour la comparaison 
avec le contrôle. Un One-Way ANOVA avec un Bonferroni en post-test a été fait pour la 
comparaison des duplex entre eux. L’évaluation de l’intensité de la relâche calcique des 
dans le modèle CFA par rapport à la condition contrôle a été évaluée par un One-way 
ANOVA suivi du test Dunnett. La capacité de FINCB3344 à bloquer la réponse calcique a 
été analysée par t-Test. Les valeurs statistiques sont présentées à des niveaux de probabilité 
de p < 0,005, p < 0,01 et p < 0,001. Les statistiques ont été réalisées à l ’aide du logiciel 
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3.1 Validation des DsiRNA in vitro
3.1.1 Efficacité des DsiRNA à invalider l’expression de rCCR2
La première étape de ce projet a été de développer deux DsiRNA capables de réduire 
efficacement l’expression génique du récepteur rCCR2. Pour ce faire, dix DsiRNA ayant 
des séquences nucléotidiques différentes qui ciblent spécifiquement l’ARNm du gène 
CCR2 de rat ont été synthétisés et caractérisés in vitro (Fig.14). La validation des DsiRNA 
a été réalisée dans la lignée cellulaire HEK293 exprimant de façon stable le gène rCCR2. 
Ces cellules ont été transfectées avec des concentrations croissantes de DsiRNA (0,1, 1 et 
lOnM) complexés à l’agent de transfection lipofectamine RNAiMAX. Un DsiRNA 
contrôle (NC1) à une concentration de 10 nM a été utilisé à des fins de référence. La 
séquence nucléotidique de ce contrôle est aléatoire, ce qui le rend incapable de reconnaître 
et de lier des ARNm. L’efficacité des duplex à réduire l’expression de l’ARNm de CCR2 a 
été évaluée par PCR quantitative. Pour cette étude, l’ARNm des cellules a été récolté 24 
heures suivant la transfection aux DsiRNA. Le niveau d ’expression du gène CCR2 de la 
condition contrôle a été fixé à une expression maximale de 100 %. Les niveaux résiduels 
d ’ARNm des conditions ayant reçu des DsiRNA fonctionnels ont été exprimés en relation 
au niveau d ’expression du groupe contrôle. Aux concentrations testées, une majorité des 
duplex (33, 105, 152, 589, 807, 881) suivent une courbe concentration-réponse. En se 
basant sur le critère d ’efficacité, deux candidats ont été retenus, le 993 et le 1049. À toutes 
les concentrations, ces duplex ont montré une plus grande efficacité réduire l’expression 
génique de rCCR2 que les huit autres candidats avec un score maximal d ’inhibition 
d ’environ 80 %. Il est à noter qu’w vitro, il n 'y  a pas de différence d ’efficacité entre les 










Figure 14 : Relation entre la séquence et l’efficacité in vitro des DsiRNA
Dix D siRN A  de séquences différentes ciblant l’A R N m  de rCCR2 o n t été synthétisés puis 
testés in vitro. Le num éro d ’idendfïcation des D siR N A  correspond à la région ciblée sur 
PARNm  rCCR2. La validation des duplex a été réalisée dans la lignée cellulaire H E K 293 qui 
exprime stablem ent le récepteur rCCR2. Les duplex o n t été transfectés à trois concentrations 
différentes pour voir un effet dose-réponse (0,1 nM , 1 nM  et 10 nM ) avec l’agent de 
transfection lipofectamine. Un D siR N A  contrôle (NC1) ayant une séquence nucléotidique 
aléatoire et non  méthylée a été transfectée (10 nM) pour m esurer le niveau d ’expression basai 
de rCCR2. L ’efficacité des com posés à réduire l’expression de rCCR2 a été évaluée par PCR 
quantitative 24 h suivant la transfection des DsiRN A . Les PC R  quantitatives o n t été effectuées 
en triplicata. Cette expérience a été répétée trois fois pour les duplex 933 et 1049 alors que 
pour les autres candidats, l’expérience a été faite qu’une seule fois. Les barres représenten t la 
m oyenne ± SEM. L ’analyse statistique du test One-way A N O V A  suivi du test de D unnett 
m ontre qu’aux concentrations de 1 et 10 nM , tous les duplex ont significativem ent diminué 
l’expression génique de rCCR2 par rapport au contrôle NC1.
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3.1.2 Optimisation des DsiRNA : Stratégie de méthylation des séquences
Dans l’optique d ’optimiser les propriétés pharmacologiques des DsiRNA, des 
modifications chimiques ont été apportées sur la structure du ribose des résidus 
ribonucléiques (2-OMe). Deux motifs de méthylation ont été testés, l’ajout de sept 
groupements méthyles (M7) et l’ajout de 10 groupements méthyles (Evader). La figure 12 
montre la relation entre les modifications chimiques ajoutées aux DsiRNA (933, 1049) et 
l’efficacité à réduire l’expression du gène rCCR2. Dans l’ensemble, les duplex ont une 
efficacité comparable à interférer l’ARNm de rCCR2 par rapport à leurs groupes contrôles 
respectifs (n ** n p < 0,001). À la concentration la plus faible (0,1 nM), cette diminution 
d’expression du récepteur CCR2 se chiffre à plus de 55 % comparativement au groupe 
contrôle. L ’ajout de méthylation le long de la séquence a influencé un duplex, le 933- 
Evader. Ce composé est moins efficace que son homologue non méthylé (933) à toutes les 
concentrations (0,1 nM ** p < 0,01; 1 nM * p < 0,05; 10 nM *** p < 0,001). Par contre, cette 
différence d ’efficacité entre les séquences méthylées et non méthylées n ’est pas observable 
pour l’autre duplex (1049). Le m otif de méthylation a également influencé l’efficacité du 
duplex 933. En effet, le m otif M7 est significativement plus efficace que le m otif Evader à 
toutes les concentrations (0,1 nM = , 1 nM = et 10 nM = ). En raison des bons
résultats d'optimisation des composés 933 et 1049, les deux motifs de méthylation ont été 



































Figure 15 : Relation entre le motif de méthylation et l’efficacité in vitro des DsiRNA
L ’effet de l’optim isation des duplex 933 et 1049 par des m odifications chim iques (2’-OM e) a 
été testé dans la lignée cellulaire H E K 293 surexprim ant le récepteur rCCR2. Le m o tif M7 
correspond à l’ajout de sept m éthylations (2’-OM e) alors que le m o tif Evader constitue un 
ajout de dix groupem ents m éthyles (2’-OM e). Le niveau résiduel d’A R N m  a été évalué par 
qPCR 24 h suivant la transfection des D siRN A . Les barres représenten t la m oyenne ±  SEM. 
Les qPC R on t été réalisés en triplicata. Analyses statistiques : U n One-W ay A N O V A  suivi du 
test D unnett a été utilisé pour com parer l’efficacité des D siR N A  à réduire l’expression du gène 
rCCR2 par rapport à leur contrôle respectif. Tous o n t été significatifs à # # # p  <  0,001. Un 
One-W ay A N O V A  suivi du test Bonferroni a été effectué pour com parer l’efficacité des 
duplex entre eux (* p < 0,05; ** p <  0,01; *** p <  0,001). Les niveaux de significativité du 
duplex 933 par rapport au 933-Evader : 0 ,lnM  = **, ln M  = * et lOnM = ***. Les niveaux de 
significacité du duplex 933-M7 à celui du 933-Evader : 0,1 nM  = **, ln M  =  ** et lOnM = * * *.
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3.2 Validation des DsiRNA in vivo
3.2.1 Biodisponibilité des DsiRNA dans le système nerveux central
La première étape des études in vivo a été de confirmer la biodisponibilité des DsiRNA 
dans les tissus cibles. Pour cette étude, le degré de pénétration des DsiRNA a été évalué par 
immunofluorescence. Un DsiRNA contrôle (5 pg) non méthylé et couplé à des molécules 
de Texas Red a été co-administré (i.t.) avec l’agent de transfection peptidique, Transductin 
(75 pg). L’endocytose des DsiRNA dans les compartiments cellulaires a été évaluée dans 
les DRG par microscopie confocale 24 h après la dernière injection. Les résultats de la 
figure 13B révèlent un intense marquage dans tout le cytoplasme, indiquant une distribution 
généralisée dans les cellules du DRG. La pénétration des DsiRNA est uniforme au sein des 
différentes populations neuronales qui peuvent être identifiées par leur diamètre. La 
fluorescence est plus importante dans les cellules situées en périphérie des DRG et tend à 
diminuer vers le centre du tissu. L’auto fluorescence des DRG causée par une excitation 
photonique explique la faible intensité de rouge de l’image contrôle (Fig. 16).
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C ontrô le    ■  DsiRNA-Tx-Red
Figure 16 : Pénétration cellulaire des DsiRNA par les ganglions rachidiens lombaires
U n contrôle négatif (DsiRNA, 5 pg) conjugué au Texas R ed et com plexé à l’agent de 
transfection T ransductin  ™ (75 pg) on t été adm inistrés deux fois à 24 h d ’intervalle par voie i.t. 
au niveau lom baire (L5-L6). Une journée après l’adm inistration, les D R G  o n t été récoltés. Le 
signal de fluorescence a été analysé par m icroscope confocal et les images o n t été prises à 
grossissem ent 40x. L ’échelle représente 50 pm.
3.2.2 Validation du modèle animal de douleur aiguë
Il a été montré par notre groupe de recherche que l’administration de CCL2 exogène par 
voie i.t. induit rapidement de l ’allodynie mécanique chez des rats sains (Dansereau et al., 
2008). Cette étude a été reproduite dans ce mémoire afin de valider le lot de CCL2 utilisé. 
Ainsi, 1 pg de CCL2 a été administré par voie i.t. au niveau spinal à des rats sains. 
L’administration de saline a été utilisée à titre de référence. La réponse nociceptive a été 
mesurée au von Frey dynamique sur une période de sept jours. La figure 14 montre que 
CCL2 induit rapidement une allodynie mécanique soit 1 heure après son injection. Cette 
réponse nociceptive est encore présente sept jours après l’injection de CCL2. La diminution 
du score de douleur observée dans le temps par les rats contrôles est attribuable à 
l ’habituation des animaux au test de von Frey. Cette étude reproduit le modèle de douleur 
aiguë publiée en 2008 montrant que l’allodynie mécanique apparaît 30 minutes suivant 
l’administration de CCL2 à la même dose et qui persiste durant quatre jours (Dansereau et
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al., 2008). Basé sur la capacité du CCL2 à induire une douleur mécanique, ce modèle a été 




















Figure 17 : Induction de l’allodynie mécanique par l’administration de CCL2 exogène
Le suivi de la nociception m écanique a été réalisé par v o n  Frey dynamique sur une période de 
sept jours suivant l’adm inistration i.t. de CCL2 (1 pg) ou  de son  contrôle (saline). Le score de 
douleur est exprim é en poids de retrait de la patte. Les résultats m on tren t que CCL2 induit 
rapidem ent une allodynie m écanique et que son  effet perdure dans le tem ps. Les données sont 
exprimées en  m oyenne ± SEM. Ces résultats proviennent de la com pilation du score de von 
Frey de plus de 6 rats par groupe. Test stadstique: two-way A N O V A , post-test: B onferroni (* 
p < 0,05; ** p < 0, 01; *** p <  0, 001).
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3.2.3 Efficacité des DsiRNA à invalider le gène rCCR2 dans le SNC
La deuxième étape des études in vivo a été d ’évaluer la capacité des DsiRNA à réduire 
l’expression génique de rCCR2 dans les DRG des animaux atteints d ’une douleur aiguë. 
Aussi, il a été question de mesurer l’effet de la diminution d’expression de CCR2 sur 
l’expression de son ligand, CCL2. Pour ce faire, deux injections (i.t.) de DsiRNA (5 pg; 
1049-Evader, 1049-M7, 933-Evader & 933-M7) complexé à l’agent de transfection 
Transductin (75 pg) ont été administrées aux rats à un intervalle de 24 h. Au troisième jour, 
les rats ont reçu une injection de CCL2 exogène (1 pg) afin d ’induire le modèle de douleur 
aiguë. Les DRG ont ensuite été prélevés à deux temps; 24 h suivant l’induction du modèle 
soit, 72 h post-injection de la première dose de DsiRNA et 7 jours suivant l ’administration 
de CCL2 correspondant à 9 jours post-injection de DsiRNA (Fig. 13). Les niveaux 
d’expression des gènes CCR2 et CCL2 ont été analysés par PCR quantitative. L ’induction 
du modèle par l’administration de CCL2 exogène a conduit à une augmentation de 
l’expression de CCR2. En effet, le niveau d ’expression du récepteur CCR2 des rats naïfs 
est de 27,24 ± 6,63 alors qu’il est de 88,92 ± 31,80 chez les rats ayant reçu du CCL2 après 
24 h. Conformément aux résultats in vitro, les quatre duplex ont montré une efficacité 
significative à inhiber plus de 50 % de l’expression de CCR2 par rapport au groupe 
contrôle, 24 h après l’administration de CCL2 (Tabl. 5). Par contre, aucun effet n ’est 
observé au jour 7. Aussi, les résultats montrent que la modulation de l’expression du 
récepteur CCR2 en condition de douleur aiguë affecte aussi indirectement l’expression de 
son ligand CCL2. En effet, tous les duplex sélectifs pour l’ARNm de rCCR2 ont diminué 
l’expression de CCL2 de plus de 30 % au jour 1. Le plus efficace a été 933-Evader avec 
50%  d’inhibition (*** p < 0,001). Cet effet est encore présent au jour 7 pour les DRG 
traités aux DsiRNA 933-M7 et 1049-Evader.
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rCCR2 rCCR2 rCCL2 rCCL2
Jour 1 Jour 7 Jour 1 Jour 7
Contrôle 88,92 ±31,80 103,50 ±21,21 1518,15± 31,80 1613,94± 60,19
933-M7 43,56 ± 6,70 59,73 ±5,12 1016,73 ± 104,96 1179,97 ± 55,59
(51%) * (42%) (33%) * (27%) **
1049-M7 25,82 ± 4,20 88,78 ± 7,37 875,21 ± 115,75 1485,33 ± 145,51
(71%) ** (14%) (42%) ** (8 %)
933-Evader 40,40 ± 7,46 86,82 ± 7,65 766,41 ±21,96 1464,31 ± 128, 94
(55%) ** (16%) (50%) *** (10%)
1049-Evader 39,42 ± 4,70 90,32 ± 19,23 884,62 ±70,14 1235,41 ±39, 19
(56%) ** (13%) (42%) ** (23%) **
Tableau 5 : Inhibition de l'expression génique des gènes CCR2 et CCL2 suivant le 
traitement in vivo des DsiRNA
Le niveau d ’A R N m  a été m esuré dans les D R G  72 h suivant le prem ier traitem ent des 
D siRN A  par PCR en tem ps réel. Le niveau d ’expression des gènes CCR2 et CCL2 a été 
normalisé aux gènes rapporteurs H PR T  et O de. L ’efficacité à réduire l’expression des gènes 
gènes CCR2 et CCL2 est exprimée, en pourcentage par rapport au groupe contrôle. Les 
données son t exprimées en m oyenne ±  SEM. T est statistique: One-W ay A N O V A  suivi d ’un 
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Figure 18 : Effet inhibiteur des DsiRNA sur l’allodynie mécanique induite par CCL2
Les D siRN A  CCR2 (5 pg) com plexés à l’agent de transfection T ransductin1M (75 pg) o n t été 
injectés par voie i.t. 24 h et 48 h avant Fadm inistration de CCL2 (1 pg). D ans l’ensem ble, tous 
les D siRN A  CCR2 on t m ontré la capacité à prévenir le développem ent de l’allodynie 
m écanique induite par CCL2. Test statistique : aire sous la courbe (AUC) *** p <  0,001 suivi 
d’un  One-way A N O V A  avec un  D unnett en post-test. (A) Ces résultats révèlent qu’en 
com paraison à la sensibilité m échanique du groupe contrôle ayant reçu du CCL2, le com posé 
933-M7 (***) a un  effet anti-allodynique plus élevé que 1049-M7 (**). (B) Il en est de m êm es 
ordres pour les com posés 933-Evader (***) et 1049-Evader (**).Les données son t exprim ées 
par m oyenne ± SEM  (n < 6 dans chaque groupe).
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3.2.4 Efficacité des DsiRNA à prévenir le développem ent de l’allodynie
Basé sur la capacité de CCL2 à induire la sensibilité mécanique, ce modèle de douleur 
aiguë a été utilisé pour valider l’efficacité des DsiRNA ciblant le gène CCR2 à prévenir 
l’apparition de l’allodynie. Pour cette étude, les duplex (933-M7, 1049-M7, 933-Evader, 
1047-Evader et le contrôle négatif méthylé (NC1-M7, 5 pg)) complexés à la Transductin 
(75 pg) ont été administré (i.t.) à deux reprises à un intervalle de 24 h. Au troisième jour, 
les rats ont reçu une injection (i.t.) de CCL2 (1 pg). Le suivi de la nociception mécanique a 
été fait par l’utilisation du von Frey dynamique. La figure 15 montre que tous les DsiRNA 
synthétisés ciblant sélectivement l’ARNm du gène rCCR2 ont prévenu le développement 
de l’allodynie mécanique induite par CCL2 (933-M7 ***, 1049-M7, **, 933-Evader ***, 
1049-Evader **, Fig. 18). Même si le DsiRNA-CCR2 933 semble être plus efficace dans 
l’inhibition des sensations douloureuses induites par le CCL2, aucune variation 
significative n’a été observée entre les quatre DsiRNA testés et ce, peu importe la séquence 
et le degré de méthylation. L’efficacité des duplex a également été exprimée en 
pourcentage de réversion de l’allodynie induite par CCL2 (Tabl. 6). Cette équation permet 
de chiffrer en pourcentage la capacité des candidats à prévenir la douleur aiguë dans ce 
modèle. Ce tableau révèle que tous les duplex ont bloqué complètement l’effet de CCL2.
DsiRNA % de  réversion
des stimuli douloureux
933-NI7 146,4 ± 17 ,8
1049-M7 105,9 ±40,5
933-Evader 136,1 ±24,1
1049-Evader 114,3 ± 17,9
%  de réversion : (A U C D siR N A  -  A UC Contrôle&CCL2)
(A U C Saline -  A U C  C ontrôle*C C L2)
Tableau 6 : Efficacité des DsiRNA à renverser la douleur aiguë induite par CCL2 '
Les aires sous la courbe des analyses de com portem ents de von Frey dans le m odèle de 
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Les chimiokines sont des cytokines chimioattractantes libérées en réponse à des stimuli 
inflammatoires. Elles servent essentiellement à attirer les leucocytes aux sites lésés 
(Baggiolini, 1998; Viola et Luster, 2008). Au sein du système nerveux périphérique et 
central, les chimiokines agissent comme des modulateurs de Einformation nociceptive. La 
relâche massive de chimiokines au niveau de la corne dorsale de la moelle épinière 
influence directement la transmission des informations nociceptives, participe à 
l’adaptation neuronale ainsi qu’à la plasticité des cellules gliales (Abbadie, 2005; Abbadie 
et al., 2009; Miller et al., 2009; White et al., 2009; Gao et Ji, 2010; Rostene et al., 2011). 
Par conséquent, elles sont considérées comme des acteurs principaux du développement et 
de la maintenance de la douleur (Abbadie, 2005; Gosselin et al., 2008; White et Miller, 
2010). Des études récentes ont mis en évidence le potentiel du système chimiokinergique 
comme cible thérapeutique pour la gestion de la douleur tandis que les thérapies actuelles 
ne parviennent pas à traiter efficacement certaines formes de douleur chronique (Old et 
Malcangio, 2011). Parmi les chimiokines, le ligand CCL2 et son récepteur CCR2 
représentent des cibles potentiellement intéressantes dues à leur propriété pronociceptif. Par 
l ’activation de son récepteur CCR2, une injection spinale de CCL2 exogène contribue 
directement à l’apparition d ’une douleur aiguë. Plusieurs groupes ont également montré son 
implication dans le développement et le maintient de la douleur chronique. Le tableau ci- 
dessous résume l’ensemble des ouvrages qui ont contribué à mettre en évidence 
l’implication du couple CCR2/CCL2 dans la pathophysiologie de la douleur. Aussi, les 
évidences de cette cible pour les applications cliniques des maladies touchant l’auto­
immunité, l’athérosclérose et les maladies métaboliques sont si convaincantes que plusieurs 
compagnies pharmaceutiques s’intéressent de près à cette cible. Dans les faits, les géants 
tels que Astra Zeneca, Merck & Co, Incyte/Pfizer et bien d ’autres travaillent actuellement 




A dm inistration de CCL2 ( i.t.)
- A llodynie m écanique
- Effet anti-allodynique d ’un antagoniste CCR2 (IN C B 3344)
- H yperalgésie therm ique
- Effet anti-hyperalgésique d ’un antagoniste CCR2 (1NCB3344)
- A ctivation de la m icroglie
A dm inistration de CCL2 (intra-plantaire)
- A llodynie m écanique et hyperalgésie therm ique
Douleur post-opératoire
(T anaka et al., 2004; D ansereau 
et al., 2008)
(D ansereau et al., 2008)
(D ansereau et al., 2008; Gao et 
al., 2009)
(D ansereau et al., 2008)
(Z hang  et al., 2007; Thacker et 
al., 2009)
(Q in et al., 2005)
- A nticorps m onoclonaux anti-C C L2 bloquent l ’allodynie m écanique (Peters et Eisenach, 2010) 
Douleur inflammatoire
CFA
- A ugm entation de CC L2/CC R2 dans les DRG (Y ang et al., 2007; Jeon et al.
2008)
Test à la formaline
- Invalidation du récepteur CCR2 : D im inution de l’hypersensiblité (A bbadie et al., 2003) 




A ugm entation de l’excitabilité des DRG au CCL2
Augm entation de C C L2/C C R 2 dans les neurones sensoriels prim aires
Augm entation de CCL2 des les couches superficiles de la corne 
dorsale de la m oelle épinière
(Sun et al., 2006)
(W hite et al., 2005b; Jeon et al.
2009)
(Zhang et De K oninck, 2006)
A ugm entation de l’excitabilité des DRG au CC L2. Cette excitabilité (Serrano et al., 2010) 
est bloquée par un antagoniste de CCR2 (A Z889)
Effet anti-allodynique d ’un antagoniste CCR2 (1NC B3344& A Z889) 
Effet anti-hyperalgésique d ’un antagoniste CC R2 (A Z889)
(Van S teenw inckel et al.; 
Serrano et al., 2010)
(Serrano et al., 2010)
PNL





A ugm entation de CCL2 dans les astrocytes de la m oelle épinière (G ao et al., 2009)
A ugm entation de CCL2 dans les neurones senrsoriels prim aires (Jeon et al., 2009)
Démyelination du nerf sciatique (LCP)
A ugm entation de C C L2/C C R 2 dans les neurones sensoriels prim aires (Jung et al., 2008)
CCR2 sensibilise TRPV1 dans les neurones sensoriels prim iares
Douleur neuropathique induite par le HIV
A ugm entation de C C L2/C C R 2 dans les neurones sensoriels prim aires
(Jung et al., 2008) 
(B hangoo et al., 2009)
Surexpression du gène CCL2
- A llodynie m écanique et hyperalgésie therm ique (M enetski et al., 2007) 
(M enetski et al., 2007)
Tableau 7 Résumés des ouvrages montrant l’implication du couple CCL2/CCR2 dans 
le développement et le maintien de la douleur
CC D  : C om pression chronique des ganglions de la racinde dorsale CCI : C onstriction chronique du n erf 
sciatique, CFA : A djuvant com plet de Freud, LPC : lysophosphatidylcholine PNL : L igature partielle du  nerf 
sciatique, SNL : L igature du n e rf  spinal,
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Outre les antagonistes traditionnels, les molécules d ’ARN interférents sont devenues un 
outil important dans l’étude de la compréhension des mécanismes de la douleur (Santel et 
al., 2006; Sarret et al., 2010). Cette technologie représente aussi une avenue prometteuse 
pour le développement de nouveaux médicaments (Ganju et Hall, 2004; Davidson et 
McCray, 2011). Due à son large champ d’application, sa haute efficacité et sa sélectivité, 
cette technologie présente des avantages intéressants comparativement aux molécules 
pharmacologiques conventionnelles. Par ce fait même, l’ARNi est une stratégie nécessitant 
d ’être investiguée pour cibler le système chimiokinergique.
Parmi les technologies de l’ARNi, les siRNA sont la classe de molécule la plus 
couramment employée. Ce sont des duplex synthétiques double brin de 21 nucléotides. Ils 
ont été conçus dans l’optique de mimer le produit de l’enzyme Dicer dans la voie endogène 
de l’ARNi (Fig. 11). Toutefois, les principaux obstacles avec ces molécules sont l ’induction 
des effets hors cibles et leur biodisponibilité dans les tissus cibles. Les effets secondaires 
les plus fréquemment observés sont l ’induction du système immunitaire inné par la voie des 
Toll-like receptor et la capacité à interférer des gènes non ciblés (Robbins et al., 2009; 
Whitehead et al., 2011). Afin de minimiser ces effets secondaires, une approche alternative 
a été développée; les Dicer-substrate-siRNA (DsiRNA). Ce sont des duplex synthétiques 
double brin de 27 nucléotides avec une extrémité 3’ saillante de deux nucléotides (Sarret et 
al., 2010). Contrairement aux siRNA, ces molécules miment le substrat de l’enzyme Dicer. 
La longueur des DsiRNA leur permet d ’interagir avec Dicer plus précocement que les 
siRNA ce qui facilite leur incorporation dans le complexe RISC (Kim et al., 2005; Rose et 
al., 2005). C ’est cette préassociation qui augmente l’efficacité des DsiRNA. Dans les faits, 
les DsiRNA sont 10 fois plus efficaces que les siRNA classiques dans l’inhibition d ’une 
même gène cible (Kubo et al., 2007; Hefner et al., 2008). Enfin, la preuve de concept in 
vivo a montré que les DsiRNA ont une bonne efficacité à petite dose et ont un effet durable 




C’est en réunissant les évidences de la littérature sur le rôle du récepteur chimiokinergique 
CCR2 dans la pathophysiologie de la douleur et de l’efficacité des DsiRNA à interférer 
l’ARNm des gènes cibles, qui ont mené à la réalisation de ces travaux de maîtrise. Le 
principal objectif de ce mémoire a été de montrer le potentiel des DsiRNA à réduire 
l’expression génique du récepteur CCR2 dans les ganglions rachidiens lombaires afin de 
prévenir la douleur aiguë. Dans les faits, cette première preuve d’application des DsiRNA 
dans la prévention de la douleur ouvre les portent à des études plus approfondit dans ce 
domaine de recherche.
4.1 Stratégie de synthèse des DsiRNA
La première étape de cet ouvrage a été de synthétiser des duplex capables d ’interagir 
sélectivement avec les séquences d ’ARNm de CCR2. La stratégie de design des DsiRNA a 
tenu compte des principales règles de synthèse des siRNA.
i. En considérant que l’hybridation des molécules d ’ARNi à l’ARNm suit la loi 
d’appariement des bases Watson-Crick, le mésappariement d ’une seule paire de 
bases peut affecter significativement cette interaction. En général, les 
mésappariements de bases au centre du complexe siRNA/ARNm sont plus critiques 
que ceux situés aux extrémités 5 ’et 3 ’ (Du et al., 2005). C ’est pour cette raison 
qu’une analyse des SNP (single-nucleotide-polymorphism) de l’ARNm cible 
s’impose. A partir de la base de données Nucleotide de Pubmed, la présence de SNP 
pour le gène rCCR2 a été investiguée. Le gène de rCCR2 possède un seul SNP en 
position 603 qui substitue une thymide par une cystéine (T/C). La séquence devient 
alors CAT -> CAC (numéro d’accession rCCR2 : NM 021866.1, SNP : 
rs8170049). Ainsi, aucun DsiRNA visant ce site n ’a été synthétisé. Fait intéressant, 
cette substitution n ’affecte pas la séquence protéique de rCCR2. Le codon CAT et 
CAC code chacun pour une histidine située en position 201 de la protéine (numéro 
d ’accession rCCR2 : NP 068638.1).
ii. Le pourcentage de GC dans la séquence des DsiRNA a été un critère important dans 
la sélection des séquences qui peut influencer l’efficacité des duplex
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(Section 1.17.6). En général, les siRNA fonctionnels contiennent un pourcentage 
faible à modérer de GC dans leur séquence (30-52%). Parmi les DsiRNA 
synthétisés, la proportion des résidus GC varie de 30 %  (duplex 558) à 56 % 
(duplex 881). Il n ’y a pas de corrélation entre ce pourcentage et l’efficacité des 
composés (test de corrélation de Spearman, données non présentées), 
iii. Un troisième critère a été l’analyse des propriétés thermodynamiques des séquences 
(Section 1.17.6). Les siRNA fonctionnels ont une stabilité faible à l’extrémité 5’ du 
brin guide (brin antisens) et une stabilité plus élevée à l’extrémité 5 ’ du brin 
passager (brin sens). Dans l’ensemble, les DsiRNA synthétisés respectent la règle à 
l’exception des composés 152, 105 et 881. Bien qu’il n’existe pas de corrélation 
entre le degré de thermodynamie asymétrique des DsiRNA et l ’efficacité des 
duplex, les composés qui ne respectent pas cette règle sont également les composés 
qui ont une efficacité intermédiaire (Fig. 14).
Dans la littérature, il a été montré par plusieurs groupes de recherche que l’efficacité des 
molécules synthétiques d ’ARNi à réduire l’expression d ’un gène dans les cellules de 
mammifères varie considérablement en fonction de leur séquence (Holen et al., 2002; 
Harborth et al., 2003; Ui-Tei et al., 2004). Une étude rigoureuse réalisée par le groupe Ui- 
Tei a permis de définir les règles générales de synthèse des ARNi synthétiques dans le but 
d ’optimiser leur efficacité. Pour ce faire, ils ont testé 16 siRNA ciblant le gène de la 
luciférase (lue), dans les lignées cellulaires de mammifères (HeLa, humain; CHO-K1, 
hamster; E14TG2a; souris) et de drosophile (S2). Ce premier essai a permis de mettre en 
évidence certaines règles préliminaires de synthèse. Ces règles ont ensuite été validées en 
synthétisant des siRNA ciblant deux autres gènes; vimentin et Oct 4. Le fruit de ce travail 
montre que l’efficacité des siRNA à réguler les gènes cibles dans les cellules de 
mammifères est maximale si les siRNA satisfont aux quatre conditions suivantes :
i. A/U à l’extrémité 5’ du brin antisens
ii. G/C à l’extrémité 5’ du brin sens
iii. A/U riches dans la région 5’
iv. Absence de séquence de 9 paires de bases de GC
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A G A G A A
G C A C U U A G A C C A G G C
C G U G A A U C U G G U C C G
G A U G C A G
G IJA C G U C
8 0  4 4  28
82  4 0  30
85 61 22
101 68 4 4
117 54  45
109 6 9  51
Tableau 8 : Relation entre la séquence et l'efficacité des DsiRNA à invalider le gène 
CCR2
L ’efficacité des DsiRN A à invalider le gène rCCR2 a été validée in vitro dans la lignée cellulaire 
H EK 293. Les niveaux d ’A R N m  o n t été m esurés par PCR quantitative 24h suivant la 
transfection des duplex à différentes doses. L ’efficacité des D siRN A  a été exprimée en 
pourcentage d ’A R N m  résiduel relatif par rappo rt à la condition contrôle (voir Fig. 11). D ans ce 
tableau, les D siRN A  on t été classés en fonction de leur efficacité. Le num éro  d ’identification 
des D siRN A  correspond à la région ciblée sur l’A R N m  rCCR2. Leur séquence respective a été 
analysée en fonction de la règle de synthèse établie par le chercheur Ui - Tei : 1- A /U  à 
l’extrémité 5’ du brin anti-sens, 2- G /C  à l’extrémité 5’ du brin  sens, 3- A /U  riches dans la 
région 5’ (Ui-Tei et al., 2004). Les bases en minuscules en 3’ du brin sens sont des acides 
désoxyribonucléiques. E n  bleu : respect de la règle, en rouge : non-respect de la règle. T ous les 
com posés respectent la quatrièm e règle : absence de séquence en G C de plus de 9 pb.
En relation à cet article, cette question s’impose : est-ce que les règles de synthèse des 
siRNA définies par Ui-Tei sont applicables aux DsiRNA ? Pour y répondre, le tableau 8 
montre la classification des DsiRNA en fonction de leur efficacité et analyse les séquences 
selon les règles établies. Pour les composés jugés efficaces, c'est-à-dire dont l’ensemble des 
concentrations cause plus de 50 % d’inhibition du gène rCCR2, trois des quatre conditions 
énumérées ci-haut ont été satisfaites. Par contre, pour les duplex jugés d ’efficacité
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intermédiaire, uniquement deux des quatre conditions ont été respectées, à l'exception du 
duplex 33. Les noms des DsiRNA du tableau 8 correspondent également à leur localisation 
sur l’ARNm du gène rCCR2 qui a une longueur de 1122 nucléotides. Normalement, cibler 
les régions 5’ou 3’ de l’ARNm sont à éviter, car plusieurs composantes, dont les protéines 
du complexe ribosomique peuvent s’y attacher et interférer à l ’hybridation des siRNA. 
Cette recommandation n ’est pas respectée par le composé 33, ce qui explique son efficacité 
intermédiaire malgré la satisfaction des trois conditions de la règle de Ui-Tei. Cette analyse 
détaillée montre que la règle de synthèse des siRNA est également applicable pour la 
synthèse des DsiRNA. Il est à noter que la distinction des DsiRNA au siRNA est une 
différence de longueur de 6 nucléotides.
Le tableau 8 montre également qu’aux concentrations testées, les DsiRNA efficaces ne 
suivent pas une courbe concentration-réponse contrairement aux DsiRNA d ’efficacité 
médiocre. Cette observation suggère qu’à la plus petite concentration testée (0,1 nM), la 
catégorie des duplex efficaces a déjà atteint le plateau d ’efficacité maximale. Pour l’atteinte 
du premier objectif de cet ouvrage, ce sont les DsiRNA 933 et 1049 qui ont été retenus en 
raison de leur haut niveau d’efficacité. La stratégie d ’utiliser deux DsiRNA pour cibler le 
même gène permet de contrôler la qualité des résultats d’ARNi obtenus. Il est à noter que 
ces deux duplex reconnaissent spécifiquement une région avoisinant la région 3’ de 
l’ARNm du récepteur rCCR2.
Il est maintenant bien connu que la réaction immunitaire causée par les molécules d ’ARNi 
synthétiques dépend en partie de la séquence nucléotidique des duplex. 
L’immunostimulation causée par l’introduction de duplex constitués d ’acides nucléiques 
est l ’un des effets secondaires les plus redoutés. C ’est d’autant plus important pour une 
application visant leur utilisation in vivo ou en clinique. Une étude détaillée à ce sujet a été 
réalisée par le groupe scientifique de la compagnie Jonhson&Jonhson Research (Goodchild 
et al., 2009). Dans l’article, les auteurs ont analysé 207 séquences de siRNA pour la 
stimulation des récepteurs TLR7 et TLR8 dans la lignée humaine PBMCs. Ils ont montré 
une corrélation significative entre le nombre d ’uridine (U) dans une séquence riche en U et
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rimmunostimulation. Dans la stratégie de synthèse des DsiRNA, un maximum de trois 
uridines consécutives (UUU) a été toléré afin de décroître la susceptibilité 
d ’immunogenicité. L’article propose aussi d ’autres règles concernant la position des résidus 
G, C et A au sein du brin antisens des duplex. Par exemple, la présence de G en position 2 
et 3, la présence de A en position 7,8, 16-19, l’absence de C en position 16-19 ainsi que 
l’absence de G en position 5-8 et 18 favorise l’activation des TLR7 / TLR8. Par contre, la 
présence de C en position 4, 9, 10,12 et 15 ainsi que la présence de G en position 5, 8,11 et 
16 diminuent les risques d’immunostimulation. Ces dernières considérations n’ont pas été 
prises en compte lors de la synthèse des DsiRNA-CCR2. Dans le même article, Goodchild 
met en lien les propriétés thermodynamiques des duplex et l ’activation des récepteurs TLR. 
Cette association est peu décrite dans la littérature, mais demeure intéressante et pourrait 
être investiguée davantage. Puisque l’utilisation des DsiRNA qui cible le gène CCR2 a été 
développée pour une application in vivo, l’évaluation de l’activation du système 
immunitaire devra être faite. C ’est d ’autant plus important pour la cible CCR2 car les 
chimiokines font parties des principales composantes du système immunitaire. De ce fait, il 
n ’est pas à écarter qu’une immunostimulation causée par les duplex pourrait avoir un effet 
indirect sur la modulation d’expression du couple CCL2/CCR2. En effet, l’activation de 
TRL7/TLR8 conduit à la transcription de cytokines inflammatoires dont le TNF-a reconnu 
pour induire l’expression de CCL2 (Melgarejo et al., 2009). Pour une analyse de toxicité 
préliminaire, la meilleure stratégie est d’opter pour un essai in vitro. La méthode la plus 
couramment utilisée est le dosage des cytokines pro-inflammatoires (11-6, TNF-a) et la 
réponse à l’interféron (INF-a, INF-y) dans les cellules mononucléées du sang périphérique 
humain. Contrairement aux lignées cellulaires immortalisées et transfectées aux TRL7, ces 
cellules reflètent la réalité in vivo puisqu’elles expriment la signalisation complète de la 
famille des TLR (Heil et al., 2004). Bien que ces cellules soient prélevées dans le système 
périphérique et que pour l’étude in vivo, les DsiRNA ont été administrés dans le système 
nerveux central, ce type cellulaire est un standard dans la littérature pour ce type d ’étude 
(Homung et al., 2005; Judge et al., 2005; Sioud, 2005; Robbins et al., 2008; Zamanian- 
Daryoush et al., 2008; Goodchild et al., 2009). Elles permettent de détecter avec assurance 
la présence d'une stimulation du système innée par les molécules synthétiques nucléiques à 
double brin.
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4.2 Importance d ’optim iser les DsiRNA pour une application in vivo
Les modifications chimiques de la structure des siRNA permettent d ’améliorer leurs 
propriétés pharmacologiques. 11 est possible par cette stratégie de modifier la 
thermodynamie des duplex, leur efficacité, leur stabilité, leur temps de demi-vie, leur 
biodistribution et de réduire les effets hors cibles. C'est pourquoi il est important de choisir 
méticuleusement ces modifications en relation aux objectifs de leur application. Bien que 
les modifications chimiques aient été largement étudiées pour les siRNA, peu d’études ont 
validé ces modifications sur la fonctionnalité des DsiRNA. La section 1.17.8 de ce 
mémoire aborde les modifications chimiques qui peuvent être utilisées pour optimiser les 
propriétés pharmacologiques des duplex. Parmi celles-ci, deux ont été retenues pour la 
synthèse des DsiRNA. D’abord, l’ajout de deux résidus d ’ADN à l ’extrémité 3’ du brin 
sens. Cet ajout permet de réduire l’hétérogénéité des produits de clivage des DsiRNA par 
l’enzyme Dicer et ainsi augmenter la prédictibilité du m otif de clivage. Cette caractéristique 
limite les effets hors cibles qui peuvent être occasionnés par une reconnaissance d’un 
ARNm non ciblé (Rose et al.. 2005; Collingwood et al., 2008). Ensuite, l’introduction des 
groupements méthyles (2’-OMe) sur le squelette carbonique du ribose. Il est reporté que 
cette modification augmente la stabilité des duplex, leur spécificité et diminuent les effets 
immunogènes des molécules d’ARN (Behlke, 2008; Collingwood et al., 2008). Il est à 
noter que le niveau de stabilité des duplex augmente avec le nombre de groupement 
méthyle. Par contre, un niveau de méthylation élevé peut à l’inverse affecter l’efficacité des 
duplex (Amarzguioui et al., 2003; Czaudema et al., 2003). En raison de cette dualité, deux 
motifs de méthylation sur le brin antisens ont été testés (Fig. 15). Le m otif Evader consiste 
à l’ajout de dix groupements méthyles et le m otif M7 désigne l’ajout de sept groupements 
méthyles (M7). L’impact de ces modifications sur l’efficacité des DsiRNA a été testé in 
vitro dans la lignée cellulaire HEK 293 (Fig. 15). Aucune différence dans la capacité à 
réduire l’expression du gène rCCR2 n ’a été observée entre l ’état non méthylé et l ’état M7 
des séquences 933 et 1049. Dans cette étude, le duplex 933-Evader a répondu d ’une 
manière différente comparativement aux autres duplex. En effet, son efficacité n ’a pas 
augmenté de façon croissante en fonction de la concentration utilisée, et ce, même à un
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facteur 100. Ainsi, il y a une différence significative entre l’état non méthylé et le degré de 
méthylation Evader de la séquence 933. Cette différence n’est pas observée pour la 
séquence 1049. La figure 12 montre aussi une différence significative entre le degré de 
méthylation M7 et Evader de la séquence 933 mais pas celle de 1049. Il est difficile de 
définir des règles en fonction de ces observations. L ’essai de qPCR pour les niveaux de 
méthylation M7 et Evader a été fait qu’une seule fois en triplicata. Afin d ’augmenter la 
puissance de cette étude, trois expériences indépendantes de transfection cellulaire et de 
qPCR devraient être faites. Malgré tout, l’efficacité du duplex 933-Evader est très bonne. 
C’est pourquoi, les deux motifs de méthylation ont été retenus pour être testés in vivo. Une 
expérience employant les molécules d ’ARNi complète doit toujours s’accompagner de 
contrôles appropriés pour valider les résultats obtenus.
Afin de compléter les essais in vitro de cet ouvrage, une étude de la stabilité des duplex 
devrait être faite. Puisque les DsiRNA synthétisés ont été désignés pour une application in 
vivo, cette étude permettrait d ’estimer le temps de demi-vie des DsiRNA dans le SNC 
(Allinquant et al., 1984). Le niveau de RNases dans le LCR humain varie selon les types 
d’infections. Ils sont toutefois présents à un niveau détectable chez les sujets sains. En plus 
de contenir les RNases présents dans le sérum, le LCR contient des formes additionnelles 
qui lui sont spécifiques (Schieven et al., 1982). La stabilité des molécules d ’ARN dans le 
LCR est peu décrite dans la littérature. Une étude intéressante réalisée par l ’auteur 
Anderson et collaborateurs montre qu’une incubation d ’ARNm des gènes GFP et luciférase 
dans le LCR humain est dégradée très rapidement, < 5 min (Anderson et al., 2003). Plus 
précisément, une autre étude montre que l’ARNm se dégrade en moins de 15 secondes 
(Rotbart et al., 1987). Par contre, dans l’étude d’Anderson, les ARNm complexés aux 
lipides cationiques (TransFast) montrent une plus grande stabilité aux attaques 
nucléasiques. En effet, elles sont encore détectables après 6 h d’incubation. Pour valider 
l’intégrité des ARNm, l’auteur a ensuite tranfecté ces transcrits dans la lignée cellulaire 
CHO. La quantité de protéine produite par ces transcrits d ’ARNm révèle qu’après 2 heures 
d ’incubation avec le LCR humain, le niveau de transcription représentait 17 % du niveau 
contrôle. Par contre, après 6 h d’incubation, la quantité de protéine était quasi indétectable. 
Cette étude met en évidence que les molécules d ’ARN administrés par voie intrathécale
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doivent être protégées aux attaques nucléasiques pour permettre une distribution et une 
intégration suffisante dans les tissus cibles. Cette étude montre également que le niveau de 
dégradation des molécules d’ARN entre le LCR humain et le LCR artificiel supplémenté de 
RNase est comparable. Basé sur cette étude, il serait intéressant d ’analyser la stabilité des 
DsiRNA dans le LCR artificiel à différents temps d’incubation. Cet essai permettrait 
d ’obtenir deux informations importantes. La première, comparer les agents de transfections 
à base lipidique ou peptidique tel qu’utilisé dans ce mémoire pour voir leur efficacité à 
protéger les DsiRNA des attaques nucléasiques. La seconde, évaluer la stratégie 
d’optimisation des duplex par l’ajout de groupement méthyle.
4.3 Intégration des DsiRNA dans le tissu cible
Le succès d’une expérience d ’ARNi in vivo dépend du mode d ’administration, de la 
rétention des duplex dans le réseau vasculaire pour une administration périphérique ou dans 
le LCR pour une administration centrale et l’intégration des duplex dans les cellules du 
tissu cible. Il est important que les duplex demeurent stables jusqu’à ce qu’ils rejoignent 
leur destination cible. Jusqu'à présent, les études montrent que les molécules d ’ARNi ont 
une stabilité faible et ne pénètrent pas la barrière hémato-encéphalique. C ’est pourquoi une 
administration locale par voie intrathécale a été privilégiée dans ce mémoire.
Tout comme les siRNA, les DsiRNA seuls ne peuvent pas diffuser librement à travers de la 
membrane plasmique en raison de leur poids moléculaire élevé (~ 14 kDa) et de leur haute 
nature polyanionique. Par conséquent, un système de livraison est nécessaire pour faciliter 
la pénétration de ces molécules dans le cytoplasme cellulaire (Whitehead et al., 2009). 
L’approche non virale la plus couramment utilisée est la classe des agents lipidiques 
cationiques (Lv et al., 2006). Ces agents ont une efficacité de transfection élevée dans de 
nombreuses lignées cellulaires. C’est pour cette raison que la lipofectamine a été utilisée 
pour les essais in vitro de ce mémoire. Par contre, les agents de transfections lipidiques ont 
une capacité de transfection faible dans les lignes cellulaires primaires ou de types 
cellulaires non adhérentes. Aussi, ils peuvent provoquer une toxicité à des concentrations
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élevées ou induire une réponse immunitaire chez certains types cellulaires. Les agents 
peptidiques sont une classe d’agent de transfection plus récente. Ils permettent d ’obtenir un 
niveau de transfection élevé chez des types cellulaires reconnus pour être difficilement 
transfectables comme les neurones. Ils sont aussi moins cytotoxiques que les agents 
lipidiques et ont une meilleure efficacité in vivo (Gump et Dowdy, 2007; Eguchi et Dowdy, 
2009; Eguchi et al., 2009). Cette classe d ’agent de transfection représentait donc un choix 
judicieux pour les essais in vivo de ce mémoire.
Le premier objectif du volet in vivo de cet ouvrage a été de valider l’intégration des 
DsiRNA dans les tissus cibles du SNC. Pour cette étude, un DsiRNA (5 pg) composé d’une 
séquence aléatoire et non méthylée a été modifié chimiquement par l ’ajout de molécules 
Texas Red afin de suivre les DsiRNA dans les tissus. Ce DsiRNA a ensuite été complexé à 
l’agent de transfection peptidique Transductin (75 pg). Enfin, il a été injecté par voie 
intrathécale en L5-L6. Les tissus ont été prélevés 24 h après l’administration du DsiRNA 
pour évaluer le niveau de fluorescence par microscopie confocale. La figure 13 montre 
clairement l ’intégration des DsiRNA dans les neurones sensoriels. Le degré d ’incorporation 
des DsiRNA dans la moelle est faible. Cette validation permet de confirmer deux 
informations. La première, les DsiRNA complexés à la Transductin pénètrent les tissus 
cibles du SNC à un degré acceptable. Aussi, le ratio (1 : 15) employé entre les DsiRNA et 
la Transductin qui a été déterminé in vitro (donnée non présentée) est optimal pour une 
application in vivo.
4.4 Sélection du modèle animal de douleur
Le choix du modèle animal est très important sur le devenir des essais in vivo d ’un 
médicament en développement. C ’est pour cette raison qu’il doit être fait judicieusement. 
Les évidences de la littérature montrent que la chimiokine CCL2 et son récepteur CCR2 
sont impliqués en douleur inflammatoire, en douleur neuropathique et en douleur 
cancéreuse (Section 1.13 & 1.14, Tabl. 7) (LaCroix-Fralish et al., 2011). Pour ces 
pathologies, plusieurs modèles animaux sont proposés dans la littérature (Tabl. 1). Basé sur
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les objectifs de ce mémoire, un modèle de douleur aiguë a été privilégié pour la première 
étude in vivo des DsiRNA ciblant rCCR2. Ce modèle a été caractérisé par cinq groupes 
dans la littérature (Tanaka et al., 2004; Zhang et al., 2007; Dansereau et al., 2008; Gao et 
al., 2009; Thacker et al., 2009). La première étude de comportement animale montrant 
l’effet allodynique de l’administration spinale de CCL2 a été réalisée par le groupe de 
Tanaka en 2004. Cette étude a montré que l’administration de 100 ng de CCL2 exogène 
suffit pour induire une allodynie mécanique 40 min après son administration et perdure sur 
une période de plus de 120 min. Cet essai a ensuite été repris en 2008 par le groupe de 
Dansereau et coll. à une quantité plus élevée soit de lug par rat. Tout comme l’étude de 
Tanaka, que l’effet de CCL2 induit rapidement (< 30 min) une allodynie mécanique qui 
perdure dans le temps (< 4 jours). Par contre, à cette dose, CCL2 induit aussi une 
hyperalgésie thermique (< 4 h) chez des rats sains (Dansereau et al., 2008). Cet effet est 
spécifique à l’activation du récepteur CCR2 puisqu’une coadministration de CCL2 et de 
l’antagoniste du récepteur CCR2, INCB3344, bloque complètement l’induction de la 
douleur aiguë. Le groupe de Gao en 2009 a montré que l’hyperalgésie thermique induite 
par CCL2 suit une courbe dose-dépendante et s ’estompe après 24 h (Gao et al., 2009). 
Parallèlement à son effet pronociceptif, l ’administration i.t. de CCL2 active aussi la 
microglie au niveau spinal, un mécanisme qui peut expliquer son effet allodynique (Zhang 
et al., 2007; Thacker et al., 2009). Ce modèle de douleur aiguë a donc été choisi pour deux 
raisons. Premièrement, l’initiation de la douleur est causée par l ’administration du ligand de 
la cible thérapeutique. Ce modèle simpliste qui ne représente pas en soit une pathologique 
clinique permet de faire la preuve de concept de l’efficacité des DsiRNA en minimisant les 
facteurs confondants qui pourraient masquer leur efficacité. Les modèles de douleur 
arthritique par exemple sont des modèles beaucoup plus complexes dont plusieurs 
molécules pro-inflammatoires sont induites et interagissent entre eux. Ces facteurs peuvent 
camoufler l’effet potentiel des DsiRNA et mener à une mauvaise évaluation de ses 
propriétés. Deuxièmement, la démonstration de cibler le récepteur rCCR2 par un 
antagoniste bloque l’apparition de Tallodynie. Il devient alors intéressant d’investiguer 
l’effet des DsiRNA ciblant rCCR2 dans un modèle où un antagoniste spécifique pour ce 
récepteur a déjà été étudié. Cet antagoniste devient alors une référence pour évaluer l’effet 
des DsiRNA.
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La deuxième étape des expériences in vivo a été de valider la reproductibilité du modèle de 
douleur aiguë publié par Dansereau en 2008 (Dansereau et al., 2008). Ainsi, 1 pg de CCL2 
exogène a été administré par voie i.t. dans l’espace intervertébral L5-L6 à des rats adultes 
sains (Fig. 17). Comme présenté dans cet article, CCL2 induit rapidement une allodynie 
mécanique (< 60 min) qui persiste dans le temps. L’augmentation de la sensibilité perçue 
dans le groupe salin de cet article peut être attribuable à l ’accommodation des animaux au 
test de von Frey puisque les animaux ont été testés tous les jours sur une période de sept 
jours. Il faut noter que la validité du test de von Frey repose sur l’hypothèse implicite d ’une 
forte relation entre la nociception et la motricité. Certains facteurs peuvent perturber cette 
relation dont l’appréhension de l’animal lors des tests comportementaux, le positionnement 
de l’animal et le stress.
4.5 M odulation de rCCL2 par les DsiRNA ciblant rCCR2 in vivo
Le mode et le nombre d’administrations, la quantité ainsi que le moment de 
l’administration des composés dans un modèle animal sont des questionnements importants 
qui influencent la mise en valeur du potentiel des composés en développement. Dans le 
cadre de ce projet, l ’objectif était d ’examiner l’effet anti-allodynique des DsiRNA. C ’est 
pourquoi, deux administrations de DsiRNA (5 pg) complexé à l’agent de transfection 
Transductin (75 pg) à 24 h d’intervalle ont été administrées aux rats sains avant l’induction 
du modèle de douleur aiguë qui a été fait le jour suivant. La quantité de DsiRNA et d ’agent 
de transfection à administrer a été validée lors de l ’étude d ’intégration des DsiRNA dans 
les tissus cibles à la section 3.2.1. Le choix du nombre d’administrations a été déterminé en 
relation avec l’article de Doré-Savard qui montre que deux administrations de DsiRNA 
anti-NTS2 bloquent l’effet analgésique du JMV-431 (Dore-Savard et al., 2008).
Une expérience employant les molécules d ’ARNi complète doit toujours s ’accompagner de 
contrôles appropriés pour valider les résultats obtenus. Dans ce mémoire, un contrôle 
négatif qui ne cible aucun gène endogène transcrit a été utilisé pour valider les effets non 
spécifiques sur l’expression génique causée par l’introduction de DsiRNA. Comme
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mentionné à la section 4.2, deux DsiRNA de séquence différente ciblant l’ARNm de 
rCCR2 ont été retenus pour un contrôle de qualité des résultats de l’ARNi
Le premier paramètre analysé pour caractériser l’efficacité des DsiRNA a été d ’évaluer le 
niveau d’interférence des DsiRNA pour sa cible CCR2. Pour cette étude, la moelle épinière 
dorsale du renflement lombaire et les DRG (L4-L6) ont été prélevés une journée et sept 
jours suivant l ’induction du modèle. La capacité d ’interférence de rCCR2 par les DsiRNA 
dans la moelle n ’a pas été investiguée en raison du niveau d’expression de rCCR2 bas, 
atteignant la limite de détection (donnée non présentée). Les résultats du tableau 5 révèlent 
que tous les candidats réduisent significativement (< 50%) les niveaux d ’ARNm de rCCR2 
dans les DRG au jour 1. Par contre, leur effet sur le niveau de rCCR2 n’est plus percevable 
au jour 7. Fait remarquable, les résultats de qPCR montrent également que tous les 
DsiRNA ciblant rCCR2 diminuent également le gène rCCL2 au jour 1. Cet effet demeure 
observable au jour sept pour les candidats 933-M7 et 1049-Evader. Comment expliquer le 
fait que les DsiRNA qui ont été synthétisés pour cibler sélectivement le récepteur rCCR2 
puissent également agir sur son ligand ? L’hypothèse de l’autorégulation de CCL2/CCR2 
dans les DRG s’impose. Une étude réalisée par le groupe de Sakai publié en 2008 montre 
l’existence d’une telle boucle dans les monocytes et les macrophages périphériques 
humains (Sakai et al., 2006). A partir d ’une culture primaire de cellules CD4+, il montre 
que l'incubation de CCL2 (0 -  50ng/ml) pendant 48 h augmente les niveaux protéiques de 
CCL2 et de CCR2 de manière concentration dépendante. Il montre également qu’un 
prétraitement avec RS-504393, un antagoniste sélectif du récepteur CCR2 réduit 
significativement l’augmentation protéique de CCL2. Cette observation a également été 
faite par un prétraitement au propagermanium, un composé qui cible la protéine d’ancrage 
GPI (glycosylphosphatidylinositol) associée au récepteur CCR2 (Yokochi et al., 2001; 
Sakai et al., 2006). Ces résultats mettent en évidence la présence d’une boucle de régulation 
autocrine et/ou paracrine entre le récepteur CCR2 et son ligand CCL2. Ils permettent 
également d ’expliquer l’effet des DsiRNA anti-rCCR2 sur la régulation de CCL2. Il serait 
intéressant de reproduire l’étude de Sakai dans les DRG pour caractériser ce système 
d’autorégulation dans le système nerveux. Dans un premier temps, il faudrait tester l’effet 
de CCL2 dans une culture de DRG mixte, c’est-à-dire constituée de neurones et de cellules
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gliales sur les niveaux d’expression de CCL2 et de CCR2. Le récepteur CCR2 devrait être 
ciblé par deux approches, les DsiRNA anti-CCR2 et LINCB3344, un antagoniste utilisé au 
laboratoire. Dans un deuxième temps, l’essai devrait être repris en isolant les types 
cellulaires des DRG. Voici les techniques d’isolation suggérées. La méthode d’isolation de 
la glie repose sur le principe que la vitesse d ’adhérence des neurones est plus rapide que 
celles des cellules gliales. Il est donc possible d’isoler les cellules gliales en récupérant le 
milieu culture après 10 h de mise en culture des cellules extraites des DRG. Pour l’isolation 
des neurones, une étape de purification des cellules par cytométrie de flux devrait être faite 
avant la mise en culture des cellules. Cette étude serait une première dans la caractérisation 
de la régulation d ’expression du récepteur CCR2 par son propre ligand au sein du système 
nerveux.
4.6 Effet anti-allodynique des DsiRNA ciblant rCCR2
Le second paramètre analysé pour caractériser l’efficacité des DsiRNA a été d ’évaluer 
l’effet anti-allodynique des DsiRNA dans le modèle de douleur aiguë induit par le CCL2. 
Les résultats de la figure 15 ainsi que du tableau 6 sont très convaincants. Tous les duplex 
ont significativement bloqué le développement de la douleur induite par le CCL2 
comparativement à la condition contrôle. Toutefois, il n’y a pas de différence 
significativement entre les composés. Ainsi, ni la séquence ni le degré de méthylation des 
duplex n’ont affecté leur propriété anti-allodynique. Basé sur les études de Yokochi et 
Sakai, cette observation permet de croire que inhiver plus de 5 0 %  l’expression du 
récepteur rCCR2 conduit à bloquer la boucle d ’autorégulation du couple CCL2/CCR2 qui, 
en absence des DsiRNA, mène à l’amplification de leur expression (Yokochi et al., 2001; 
Sakai et al., 2006). Ce mécanisme pourrait expliquer l’effet anti-allodynique des DsiRNA. 
L’effet anti-hyperalgésique des duplex n ’a pas été mesuré puisque l’hyperalgésie thermique 
du modèle est que transitoire. Elle disparaît après 24 h (Gao et al., 2009)
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4.7 Perspective du projet
Ce présent ouvrage a montré la capacité des DsiRNA à cibler efficacement et sélectivement 
le système chimiokinergique. En ciblant le récepteur CCR2 dans le système nerveux, il a 
également montré le potentiel anti-allodynique des DsiRNA dans un modèle de douleur 
aiguë. Basée sur les évidences de Fimplication du couple CCL2/CCR2 dans l’évolution de 
l ’arthrite rhumatoïde et de la douleur associée, cette question devient intéressante : quel 
serait l’effet des DsiRNA anti-CCR2 dans un modèle de douleur arthritique ? L’arthrite 
rhumatoïde est une maladie autoimmune qui affecte principalement les petites articulations 
des mains et des pieds et qui cause leur déformation. Le processus inflammatoire est 
caractérisé par une infiltration des cellules inflammatoires dans les articulations qui conduit 
au développement des synoviocytes ainsi qu’à la destruction des cartilages et des os. La 
douleur qui lui est associée est également initiée par l’inflammation des articulations qui 
sont des régions richement innervées (Schaible et al., 2002). L’état de douleur chronique 
est causé par la sensibilisation des neurones sensoriels périphériques et centraux.
Il est maintenant bien connu que les cytokines sont directement impliquées dans les 
processus immunitaires menant à la pathogenèse de cette maladie (M clnnes et Schett, 
2007). Des études cliniques ont montré que le niveau de CCL2 dans le liquide synovial 
était supérieur chez les patients atteints d’arthrite rhumatoïde. Il en est de même pour 
l’expression de son récepteur, CCR2 dans les tissus synoviaux (Koch et al., 1992; Ellingsen 
et al., 2001). Dans les modèles animaux arthritiques, il est montré que neutraliser le ligand 
CCL2 par un anticorps monoclonal ou bloquer le récepteur CCR2 avec un antagoniste 
réduisent l’inflammation locale ainsi que l’évolution de cette pathologie (Gong et al., 1997; 
Ogata et al., 1997; Brodmerkel et al., 2005). Par ces évidences, il serait intéressant de 
comparer l’action périphérique des DsiRNA anti-CCR2 par administration locale sur 
l’évolution de cette pathologie en comparaison aux approches traditionnelles telles que 
proposées dans la littérature. Ainsi, dans un modèle arthritique CFA, il serait pertinent 
d ’investiguer la capacité des DsiRNA anti-CCR2 à :
Diminuer la concentration de CCL2 dans le liquide synovial.
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Rétablir l’expression basale de CCR2 dans le tissu synovial.
Diminuer l’infiltration des monocytes et des macrophages dans l’articulation atteinte. 
Rétablir une vitesse de sédimentation normale, diminuer la présence de la protéine C 
réactive (CRP) et des facteurs rhumatoïdes sanguins; trois indices biochimiques qui 
permettent de poser le diagnostic d ’inflammation et de suivre l’activité de la maladie 
en clinique.
Prévenir l’atteinte articulaire en mesurant l’intégrité tissulaire de l’articulation par 
analyse histologique.
4.7.1 Résultats supplémentaires
Au sein du système nerveux, il est montré que l’induction du modèle conduit à 
l’augmentation de l’expression du couple CCL2/CCR2 dans les neurones sensoriels 
primaires, un processus qui serait associé au développement de la douleur arthritique (Yang 
et al., 2007; Jeon et al., 2008). Les résultats préliminaires du laboratoire ont montré une 
modification de l’excitabilité des cellules du DRG en réponse au CCL2 dans un modèle de 
douleur inflammatoire induit au CFA. La stimulation cellulaire a été étudiée par imagerie 
calcique en mesurant la relâche de calcium intracellulaire (Fig. 19). On observe que plus de 
60 % des neurones sensoriels issus des DRG de rats traités au CFA répondent au CCL2 
(Fig. 19.E). Fait intéressant, il y a une absence de réponse chez les rats naïfs malgré une 
faible relâche calcique mesurée (Fig.19 D). Ce résultat confirme l’installation d ’une 
adaptation dans la réponse cellulaire au CCL2 en condition inflammatoire. De plus, l ’ajout 
d ’un antagoniste sélectif au récepteur CCR2 (INCB3344) bloque complètement la réponse 
calcique au jour 3 post-induction du modèle. Toutefois au jour 10, ce même antagoniste 
diminue de moitié le nombre de cellules répondantes à la stimulation du CCL2. Une baisse 
d’effet de l’antagoniste peut être expliquée par l’augmentation de l’expression de CCR2 
telle qu’observée dans la littérature. En se basant sur l’ensemble des résultats présentés 
dans ce mémoire, tout porte à croire que l’administration des DsiRNA anti-CCR2 aurait le 
potentiel d ’atténuer la douleur engendrée par le CFA en bloquant la boucle d ’autorégulation 
du couple CCL2/CCR2 qui conduit à l’hyperexcitabilité des cellules du DRG. Dans un
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premier temps, il serait intéressant d’administrer les DsiRNA en prophylaxie pour mesurer 
leur action sur le développement de la douleur inflammatoire. Dans un deuxième temps, les 
DsiRNA devraient être administrés une fois l’installation de la douleur inflammatoire pour 
mesurer leur effet thérapeutique (e.g.analgésique). Il serait également intéressant de 
comparer deux modes d ’administrations;
une administration périphérique et locale au site même de l’articulation atteinte 
une administration centrale par voie spinale.
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Figure 19 : Blocage de la relâche calcique induite par CCL2 par PINCB3344
M esure du calcium intracellulaire par imagerie calcique dans des cultures prim aires de D R G  
extrait d ’animaux sains ou d ’animaux ayamt développé une douleur inflam m atoire (modèle 
CFA). (A) Image (40x) d ’une culture cellulaire de D R G  sous stimulation de CCL2 (50 nM) et 
du contrôle positif l’ionom ycine (1 pM) chez des animaux en conditions CFA (3 jours). (B, C) 
Enregistrem ent de la relâche intraellulaire de calcium d ’un neurone par fluorescence relative 
après une stim ulation au CCL2 (50 nM). La relâche calcique induite par CCL2 est bloquée par 
une préincubation (30 min) avec l’antagoniste du récepteur CCR2 INCB3344 (100 nM). (D) 
Com paraison de l’intensité de la relâche calcique induite par CCL2 dans les D R G  chez des rats 
sains et des rats CFA. Stat : One-way A N O V A  suivi du test D unnett. (*** p  <  0,001). Capacité 
de INCB3344 à bloquer l’intensité de la réponse calcique induite par CCL2 dans les condition 
CFA aux jours 3 et 10. Stat : T-test (#  p < 0,05; #  #  #  #  p  <  0,0001). (E) Pourcentage de 
cellules répondantes à CCL2 dans les D R G  des rats sains et traités au CFA (3 jours & 10 jours) 
en présence ou en absence de l’INCB3344.
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4.8 Implication de cet ouvrage dans le dom aine de recherche
Contrairement aux succès cliniques des antagonistes des récepteurs chimiokinergiques pour 
le traitement du VIH, les essais cliniques de cette classe d ’antagonistes pour les maladies 
inflammatoires ont été décevants. Il est vrai que les concepts physiopathologiques ne se 
traduisent pas forcément dans la réalité thérapeutique. Que se passe-t-il avec les cibles 
chimiokinergiques ? Erreur de concepts ? Erreur de cibles ? Erreur d ’outils ?
Les résultats de ce mémoire ont montré que les DsiRNA peuvent cibler sélectivement le 
système chimiokinergique. Par leur haut niveau de sélectivité, les risques d ’effets 
secondaires minimisés par rapport à l’approche standard des siRNA, leur rapidité de 
synthèse et leur faible coût de production, les DsiRNA sont un outil de recherche 
formidable pour la compréhension du système chimiokinergique. Tel que mis en évidence 
dans cet ouvrage, ils représentent également un nouvel outil thérapeutique dans 
l’application de la douleur. Cet outil pourrait également s’appliquer à d ’autres applications 
pour lesquelles, les antagonistes n ’ont pas montré de résultat prometteur. La section 
suivante fait une méta-analyse de la situation.
4.9 Micro-analyse du développement des antagonistes chimiokinergiques
Au début des années 2000, plusieurs compagnies se sont lancées dans la course pour 
développer des composés capables de bloquer le système chimiokinergique. Citons en 
exemple Pfizer ainsi que Millenium Pharmaceuticals Inc. en association avec Sanofi- 
Aventis qui ont mis au point un antagoniste du récepteur CCR1 pour la polyarthrite 
rhumatoïde, Berlex/Schering qui a développé un antagoniste du récepteur CCR1 pour la 
sclérose en plaques, Merck qui a développé un antagoniste du récepteur CCR2 pour 
l’arthrite rhumatoïde et la sclérose en plaques et enfin Amgen/Tularik, un antagoniste du 
récepteur CXCR3 pour le psoriasis. La problématique est qu ’aucun de ces composés n’a 
répondu aux critères de développement de la phase clinique III. Le manque d ’efficacité est 
la raison majeure de la suspension du développement de ces composés (Beaulieu, 2006;
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Zipp et al., 2006; Braddock, 2007; Johnson et al., 2007). Compte tenu des preuves 
convaincantes dans la littérature impliquant le rôle de CCR1, CCR2 et CXCR3 dans la 
pathogenèse des maladies inflammatoires, qu’est-ce qui peut expliquer les échecs des essais 
cliniques ?
4.10 Situations problématiques pouvant être améliorés par les DsiRNA
Les journaux d’opinion font mention de nombreuses possibilités qui pourraient expliquer 
ces échecs. La première correspond à la nature inhérente des médicaments eux-mêmes; la 
pharmacocinétique (spécialement l’atteinte d ’un niveau plasmatique suffisant du principe 
actif pour neutraliser l’activité du récepteur), la pharmacodynamie et les effets hors cibles. 
Un problème bien connu dans le développement de médicaments qui ciblent les RCPG est 
le manque de sélectivité et par le fait même, la réactivité croisée des composés avec 
d’autres membres de la famille des RCPG. Même une faible activité d ’un composé pour un 
récepteur non ciblé peut donner lieu à des données potentiellement trompeuses en phase 
pré-clinique. Ceci peut également conduire à une fausse impression d’utilité thérapeutique 
en phase clinique. Cette problématique pourrait être contournée avec l’approche des 
DsiRNA. Le degré de sélectivité atteint par l’hybridation de séquences nucléotidiques est 
nettement supérieur que l’emboîtement des antagonistes dans le site actif du récepteur par 
leur structure tridimentionnelle et par leur interaction électrostatique. Aussi, avec 
l’approche des DsiRNA, il est facile de prédire une réactivité croisée par une approche 
bioanalytique et par des essais de validation in vitro qu’avec des antagonistes standards. 
Les principaux inconvénients des molécules d ’ARNi synthétiques sont leur stabilité 
plasmatique et leur biodistribution. Ces paramètres ont grandement été améliorés au cours 
des dernières années par l’ajout des modifications chimiques à leur structure ainsi que par 
l’amélioration des agents de transfection. Pour le moment, ces paramètres n ’ont pas encore 
été validés avec l’approche des DsiRNA complexés à l’agent de transfection peptidique 
Transductin. Toutefois, en raison du haut niveau de nucléase présent dans le LCR, les 
résultats sur l’efficacité des DsiRNA de ce mémoire portent à croire que les DsiRNA 
possèdent un niveau de stabilité élevé pour ce type d ’approche. Également, la difficulté 
d’incorporation de la thérapie génique dans certains types cellulaires semblent être résolu
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avec l’approche proposée dans ce mémoire, du moins pour les cibles présentent dans le 
système nerveux.
La deuxième explication qui est un champ d ’étude en forte croissance est la présence de 
différents niveaux conformationnels des récepteurs. Les scientfiques ont longtemps cru que 
les récepteurs adoptaient deux formes : active ou inactive. Or, il est maintenant clairement 
démontré dans la littérature que les RCPG peuvent adopter plusieurs conformations de 
types actives et inactives. Il est aussi montré que les petites molécules comme les 
chimiokines agissent souvent en mode allostérique pour stabiliser le récepteur dans une 
conformation particulière (Kenakin, 2005; Berchiche et al., 2011; Nedjai et al., 2011). Cet 
aspect complexifie la conception d ’antagoniste (Kenakin, 2005; Horuk, 2009). En fonction 
des propriétés physicochimiques, l ’inhibition d’un récepteur avec un antagoniste peut 
également engendrer son internalisation et l’activation de voie de signalisation secondaire. 
L ’approche des DsiRNA permet de contourner cette problématique puisque son mécanisme 
d ’action est d ’argir directement sur l’expression du récepteur ce qui diminue son expression 
à la membrane.
La troisième explication est la différence d ’homologie inter-espèces dans les sites 
orthostériques ou allostériques. Cette observation explique le fait qu’un antagoniste 
puissant pour un RCPG animal peut souvent se révéler avoir une faible affinité pour les 
récepteurs équivalents humains. Cette problématique rend la réalisation des essais pré­
cliniques extrêmement difficiles. Le bon côté avec l’emploi des DsiRNA est qu’il est 
possible de synthétiser une séquence pour un site hautement conservé.
4.11 Problématiques pouvant être résolues par les études fondamentales
La quatrième explication de cet échec correspond aux différences entre le système 
immunitaire humain et celui des animaux de recherche. Ceci est particulièrement le cas 
pour la sclérose en plaques dont il n ’existe pas de modèle animal de la forme progressive
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secondaire de cette pathologie. Aussi, les différences cellulaires inter-espèces de 
fexpression des récepteurs chimiokinergique conduisent parfois à une mauvaise 
extrapolation des données précliniques pour les phases cliniques. C’est particulièrement le 
cas pour le récepteur CCR1. Chez les rongeurs, ce récepteur est constitutivement exprimé 
sur les neutrophiles, mais surtout sur les monocytes ainsi que les lymphocytes T activés 
chez l’humain. Cette différence expliquerait en majeure partie l ’échec clinique des 
antagonistes CCR1 qui a été jusqu’à ce jour, le mieux documenté par l ’industrie.
La cinquième et dernière explication est la forte redondance dans l’appariement des 
ligands-récepteurs (voir Fig. 10) (Colobran et al., 2007). En effet, il est bien connu que les 
chimiokines inflammatoires peuvent lier plusieurs récepteurs exprimés sur une variété de 
types cellulaires. Aussi, plusieurs récepteurs chimiokinergiques lient de multiples ligands 
(Baggiolini, 1998). Ce niveau de redondance pourrait être essentiel pour un réglage fin des 
réponses spécifiques des chimiokines. Par contre, la compréhension précise des interactions 
des différentes composantes dans un tel système devient très difficile à maîtriser. Ce 
système nécessite d ’être caractérisé davantage. En raison de la rapidité et la facilité de 
synthèse, les DsiRNA représentent un outil de choix pour réaliser l’analyse approfondie du 
rôle du système chimiokinergique en condition physiologique ou pathologique.
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